Influencia de la congelación sobre posibles mejoras en la tecnología del queso manchego by Peláez Martinez, María del Carmen
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
 FACULTAD DE CIENCIAS BIOLÓGICAS
TESIS DOCTORAL
MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
 PRESENTADA POR 
 María del Carmen Peláez Martinez
Madrid, 2015
© María del Carmen Peláez Martinez, 1983
Influencia de la congelación sobre posibles mejoras en la 
tecnología del queso manchego 
 Departamento de Microbiología
Marfa del Carmen Pelaez Martinez
■lllllllllll




INFLUENCIA DE LA CONGELACION SOBRE POSIBLES MEJORAS 
EN LA TECNOLOGIA DEL QUE SO MANCHEGO
Departamento de Microbiologfa 
Facultad de Cienclas Blologicas 
Universidad Complutenee de Madrid
1983
OIBLIOTECA
j Colecci6n Testa Doctoralea. H® 52/83
i
I
M? Carmen Pelaez Martinez 
Edita e imprime la Editorial de la Univeraldad 
Complutenae de Madrid. Servicio de Reprograffa 
Noviclado, 3 Madrid-8 
Madrid, 1983 
Xerox 9200 XB 48O 
Dep6slto Legal; M-5410-1983
Autor: MARIA DEL CARMEN PELAEZ MARTINEZ
INFLUENCIA DE LA C0N6ELACI0N SOBRE POSIBLES 
MEJORAS EN LA TECNOLOGIA DEL 
QUESO MANCHEGO
Director: Angel Golcoechea Mayo
Doctor Veferinarlo, Investigador Clentlflco del C. S. I C.
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 
Facultad de Cienclas Bloldgicas 
Departamento de Microbiologie 
Afio 1981

Esta Tesis ha sido realizada 
el INSTITUTO DSL FSIO, del C.S.I.C. 
bajo la direccién del Investigador 
Cientlfico, Dr. D. ANGEL GOICOECHEA 
MAYO .
V9 D2 El Doctorando

Agrixdezao at Dr. D. Angel Gciaoechea Mayo, Diveotov de esta Tesia 
y at Dr. D. Dimas Fern&ndez Gatiano ponente de ta mistna, ta ayuda pre^ 
tada en su realizaatân.
Quiero agradecer at Dr. D. Fêtix Sanz Sdnchez et interês mostrade 
y at Dr. D. Eugenio Garcia Matamoros tas jmttiptes facitidades que me 
did para reatizar este trabajo en ta Unidad Estructurat que dirige.
Para et tratamiento estadistico de tes resuttados he recihido et 
aseeoramiento de D. Pedro Martin, a quien agradezco su inestimable ayu 
da.
Agradezco muy especiatmente a ta Dra. Dna. Manueta Juârez ta cota 
horaciân prestada en diverses partes de ta fase experimental del traba 
go, asi como a los Dres. D. Satvio Jimênez y Dna. Mercedes Bamos.
Por ûttimo, no quisiera otvidame de Federico Morais, Carmen San 
José, mis comparleros de ta Unidad Estructurat de Productos Perecederos 
de Origen Animal y todas aquettas personas que con su ayuda contribuye 
Ton a ta reatizaaiôn de esta Tesis, ya que sin ettas no hubiera sido po 
sible ttevarta a cabo.

FE DE ERJUTAS
Pag» L£nea Dice Debe decir
l03 a) •••entre los niveles ••..entre los niveles
de maduracl6n y los de raaduraci<5n y en—
niveles.»• tre los niveles...
107 a) Idem Idem
111 a) Idem Idem
114 a) Idem Idem
117 a) Idem Idem
I2l a) Idem Idem
124 a) Idem . Idem
128 a) Idem Idem
131 a) Idem Idem
134 a) Idem Idem
137 a) Idem Idem
139 a) Idem Idem
144 a) Idem Idem
150 a) . Idem Idem
153 a) Idem Idem
156 a) Idem Idem
FB DE ERRATAS (bla)
Pag* Line a Dice Debe Decir
9 13 .. Protellsle.. •• Proteolisis.•
11 23 •• oaelna.• •• oasefna..
14 7 •• actuan oon •« • • ac tdan oomo ..
18 8 *. contamlnado.• *. contaminando.•
33 22 • « d£a #« • « d£as *#
35 21 .. metabolizante.• .« metabdlica..
41 2 •• lente •• •• lenta «.
49 14 •• madurado .• • * madurador «.
54 9 ..enzlmaa pfactloamenta, .enzimae quedaxi
prdctlcamente.•
62 17 ..habran de ser*• •• habran de hacer
71 10 •• 20 nm.• ••20 segundos,•
71 23 .. 5*0 1*0 •• 15*0 1*0.
72 10 .. -20#C.. .. -20*0 1*0.
72 17 «.48 boras, en Ca­
maras • •
..48 boras, a 5*0 1 
y posteriormente en < 
maras..
76 10 ..gémenes viables 
serdn.•
•.gdrmenes, serdn..
79 25 ..caldo lactoso.. •.caldo lactosado•.
83 15 •.anbldrida.. •«anhidra*.
84 3 «.pensaban.« «.pesaban..
90 26 ..Honston.. •.Houston..
90 26 •.100 ml.. •.1GO mV.•
91 12 ..4Lcldo hidroacdtloo. ..dcido tricloroacd 
tico..
160 27 ..utensillo.. •.utensilios.•
172 18 *.fendmenos *. •.fendmeno.•
174 18 • «sdlo.. ..sola..
177 26 •.incremente.. ..incrementa..
XXXV 1 i.log. n® gSxm, 
prot./gr..
••log. n* gdrm. 
llpol./gr*.





N —  -------------------Nltrdgono
TCA ---------------------Aoido tricloroacdtico
Aas.   -Aminodeldo3
P M ----------------------Peso Molecular
NPN -------—  -- ----Nitrdgeno no proteico





1 pBJETIVOS T FINALIDAD DEL TR.\3AJ0 1
2 INTRODUCCION
2.1. Caracterfsticas del queso Manchego 5
2.2. Maduracidn de quesos 6
2.2.1. Aspectos bioquümicos 6
2.2.2• Aspectos mlcrobioldgicos 16
2*3* Importancia microbiana en la tecnolo—
gfa quesera 35
2.3.Î* Gdrmenes aclddfilos 36
2.3.2. Gdrmenes de accidh proteolftica 37
2.3.3. Gdrmenes de accidn lxpol£tica 46
2.4. Congelacidn de quesos 51
2.5. Influencia de la congelacidn de cua 
das sobre la microflora que participa
en-la maduracidn. 57
2i6, Gdrmenes psicrdfilos 67
3 MATERIALES Y METODOS
3.1. Material objeto de la experiencia 71
3.2. Caracteristicas tdcnicas de las insta^
laciones frigoriflcas 73
3.6.1. Tiînel de congelacidn 73
3.2.2. Cdmara de conservacidn 73
3.3. Tomas de muestras 74
3*4. Tdcnicas de control de calidad 75
3.4.1. Control bacterioldgico 75




3.4.1.2. Enunteracldn de gdrmenes con fun—
cldn llpolJCtica 77
3.4.1.3. Enumeracidn de lactobacllos 77
3.4.1.4. Enumeracidn de gdrnenes con fun—
cidn proteolftica 78
3.4.1.5. Enumeracidn de gdrmenes Confor­
mes 79
3.4.2. Control bloqulcilco 80
3.4.2.1. Determlnacidn del pH 80
3.4.2.2. Detenalnacidn de acidez 81
3.4.2*3. Determlnacldn de la humedad 8l
3.4.2.4. Determlnacldn de lactosa 81
3.4.2.5» Determlnacidn de Nltrdgeno total 34
3.4.2*6. Determlnacldn de Nltrdgeno solu­
ble en cloruro sddlco al 5% 84
3.4.2.7. Determlnacldn de casedtnas por me 
dlo de electroforesls en acetato
de celulosa 84
3*4.2.7.1. Equipo instrumental 35
3.4.2.7.2. Mdtodo 36
3.4.2.8. Extraccidn do la grasa 87
3.4 .2 .9 . Determlnacldn de dcidos grasos
libres 87
3.4.2.10. Determlnacldn de la actlvldad de
agua 88
3.4 .2 .1 1 . Deteccldn de minérales por espe£ 




3.4.2.11.1. Equipo Instrumental 90
3.4.2.11.2. Preparacidn de las muestras 91
3.4.2.11.3. Mdtodo 91
3.4.2.12. Determlnacldn de la dureza 95
3.4.2.12.1. Equipo Instrumental . 96
3.4.2.12.2. Mdtodo 96
4 .  RESULTiVDOS Y COMEÎITARIOS
4.1. Tratamiento estadistico de los
Resultados 97
4.2. Andllsls inlciales 99
4.3. Amdllsls perlddlcos 99
4.3.1. Andllsls mlcrobloldglcos 101
4.3.1.1. Determlnacldn de gdrmenes via­
bles 101
4.3.1.2. Determlnacldn de lactobacilos 105
4.3.1.3. Determlnacidn de Coliformes 109
4.3.1.4. Determlnacldn de gdrmenes 11pô
llticos 112
4.3.1.5. Determlnacldn de gdrmenes pro-
teollticos 115
4.3.2. Andlisis bioqulmlcos 113
4.3.2.1. Valores relacionados con la hu
medad 119
4.3.2.1.1. Determlnacldn de la humedad
por desecacldn 119
4.3*2.1.2. Determlnacldn de la actlvldad
de agua 122




. 4.3*2.2,1. Determlnacldn de pH l26
4.3*2.2.2. Determlnacldn de acidez 126
4.3*2.3, Modlflcaclones de las prote^
nas 132
4*3*2.3.1» Protefna total 132
4.3.2.3.2. Protefna soluble en cloruro
sddlco al 52 135
4.3.2.3.3. Determlnacldn de la degrada-
cldn casefnlca; relacldn 141
4.3.2.4* Determlnacldn de grasa 148
4*3.2.5. Contenldo en dcidos grasos 148
4.3*2.6. Determlnacldn de la dureza 154
4*3.2.7. Determlnacldn de minérales 157
5. DISCUSIOM 159
6. CONCLUSIONES * 189
7. BIBLIOGRAFIA 194
8. FIGURAS I
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E1 queso Manchego es uno de los quesos espadoles con mâs 
aceptacidn, tanto en Espafla coma en el extranjero y con una gran 
posibilidad de ampllacidn de mercado, pmdiendo compati! perfecta- 
mente con los demis quesos existantes de difusidn internacional.
Actualmente se comerciallzan dos tlpos de queso Manchego, de^  
pcndiendo de la procedencia de la leche utilizada para su fabrica— 
cidnî el queso tipo Manchego, elaborado a partir de mezclas de lé­
ché de ovéja, vaca y cabra y el queso Manchego puro, que se élabo­
ra a partir unlcamente de leche de oveja,
Segdn cl Manual de Estadlstlca Agraria, elaborado por la Se— 
cretaria Tdcnica del Mlnisterlo de Agriculture, los datos référan­
tes a la produccldn de leche de vaca, oveja y cabra en los ultimos 
élnco ados son los siguientes;
Vaca Oveja Cabra
1.975 4.984 231 239
1.976 5 .2 1 2 227 283
1.977 5.354 235 289
1.978 5.590 231 286
1.979 5.661 205 392
»' En millones de litros
Asi mismo. los datos que dicho Manual da,referentes a la ela




Fresco 6.930 1.251 2.38 3
Blando 3.919 1.360 183
Duro no cocido 46.274 24.662 717
Duro cocido 2.084 2.232 545
Pasta azul o veteado 12 138 -
Fundido 13.320 - -
Especial 191 - -
En Tm.
Respecto del comerclo exterior del queso espaflol elaborado 
con cualquier tipo de leche, el Ministerio de Agriculture obtiene 
las siguientes cifras:
loiDO rt ac i ones Exoortaciones






Se desprende de estes datos, la insuficiente produccidn de
leche de oveja y cabra respecte de la de vaca. con la consiguien-
te disminucidn en la fabricacidn y elaboracidn de los quesos pro-
cedentes de aquellos tipos de leche.
Por otro lado es bien sabido que la fabricacidn de queso
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Manchego no es uniforme a lo largo del aflo, ya que la produccidn 
de leche de oveja es oscilanfce, siendo escasa e incluso nula en 
los meses de Julio, Agosto y Septiembre, Existen despues en los 
meses de Octubre, Noviembre y Diciembre linq intensificacion prov*- 
gresiva, siendo a partir de Enero, cuando ocurre el verdadero au- 
mento en la produccidn. La mdxima produccidn se mantiene mds o 
menos estacionaria durante los meses de Marzo, Abril y Mayo, su—  
friendo en Junio una brusca caida para quedar pràcticamente nula 
en los tres meses de verano.
El objetivo fundamental de este trabajo,serd el estudiar la 
congelacieSn de cuajadas en 4pocas de alta produccidn de leche de 
oveja, como un medio posible de mantener abastecido el mercado de 
quesos Manchegos de forma continua durante todo el aflo.
Se estudiard el efecto de la temperatura de congelaci6n y 
los diferentes tiempos de conservacidn a -20®C., sobre los princi 
pales componentes de la cuajada y sobre la degradacidn de dichos 
componentes a lo largo de la maduracidn posterior, asi como el 
efecto de dichas temperatures sobre los cambios ocurridos en cier 
toa pardmetros (pH, acidez, humedad, etc,,,), directamente relacio_ 
nadas con dicha degradacidn.
Asi mismo,se estudiard la variacidn numdrica ocurrida en 
los diferentes grupos de microorganismos con accioll similar sobre 
el sustrafco en el que se encuentran a todo lo largo de la madura^ 
cidn y la inÇluencia que sobre dicha variacidn pueden tener los 
diferentes periodos de conservacidn al estado congelado. Se estu 
diardn tambidn los efectos sobre la poblacidn microbiana total y 
los Coliformes, como gdrmenes indicadores de contaminacidn fecal.
Y por ultimo, se Intentard correlaclonar dichas varlacio— 
nés microbianas con los cambios ocurridos en los componentes bio— 
quimicos, durante las sucesivas Eases de la maduracidn global del 
lote testigo y los lotes conservados a baja temperatura, tomando 
las médias obtenidas para las variables a correlaclonar, de todos 
los lotes en cada control realizado en cada maduracidn, Igualmen 
te se estudiardn dichas corrolaciones a lo largo de las diferen—  
tes conservaciones al estado congelado, tomando las médias de to— 




2.1. CARACTERISTICAS DEL QUESO MANCHEGO.
De todos los quesos elaborados en Espafla, es el queso Manche_ 
go el que mejor responds a caracterfstlcas especiflcas, siendo su 
gran extension y consumo lo que permits califlcarle como el tipi— 
CO queso espaflol.
Compalrd C« y col (1*979)» despuds de recoger datos del I Concur— 
so Provincial de Ciudad Real y de andlisis efectuados por destaca 
do# tdcnioos en este queso, da como cifras médias en la composl 
cidn de un queso Manchego artesanal; agua 36,2 ÿS, materia nitroge 
nada 26,25 %» grasa 32,39 y cenizas 5,32
EL queso Manchego se considéra incluido entre los de pasta 
prensada y dura..El peso medio de un queso normal,es de 2 a 3 Hg. 
con una forma cilindrica de 8 a 9 cm* de altura y aproximadamente 
20 cm. de didmetro. La corteza de color amarillo paja pdlido, 
tiene impreslones de los moldes o *pleitas" en las superficies 1^ 
terales y de la "flor” en las caras planas. La pasta es firme, 
de color bianco marfil o bianco amarillento y cuando se élabora 
artesanalmente tiene numerosos ojos.
Su valor nutritive es grande, ya que cien gramos de queso 
proporcionan entre 350 y 400 calorlas.
En su elaboracidn industrial se cuaja normalmente a 30®C. 
de temperatura, durante 45 a 60 minutes• A continuacldn, se cor- 
ta hasta grdnos del tamaflo de un guisante por medio de ûna lira 
y se calàenta agitando hasta que los granos de la cuajada adquie- 
ren la debida consistencia. Se de.JJa reposer 10 a 15 minutes y se
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e::trae el suero, moldeindose la cuajada çon una presi<5n gradual du 
rante ocho horas aproxlmadamente pudiendo alcanzarse al final, 10 
Kg/Kg, de queso. A continuacidn, el queso se sala durante 43 ho—  
ras y se precede a madurar en salas a temperatura de l6sc. a 132C, 
y humedad relative de 80 % a 85 invirtiendo diariamente los que 
S O S  la primera semana y  luego cada dos o tres dias.
En las fâbricas en que se procédé norsnalmente a la pasteriza 
ci<5n de la leche, se suele inocular con fermentes adecuados en pro 
porcién del 2 %, JO 6 40 minutes antes de afîadir el cuajo. Con 
te, se trata de reestablecer en parte la flora destrufda por el 
tratamiento t4rmico y conseguir una cierta acidez antes de proce—  
der a la coagulaci<5n de la leche. ( Maiallana,S. I960),
Actualmente existen numerosos estudios encaminados a conocer 
la flora microbiana especifica de 4ste u otros tipos de quesos fa—
î
bricados con leche pasterizada, a fin de elaborar el fermente ade—
i
cuado que ahadido a la leche pueda reestablecer esta flora, que en i
definitive ser& la que proporcione las cualidades tfpicas de cada j
queso.
2.2. MADURACION DE QUESOS.
2.2.1. Asoectos biogulmicos.
Un queso en maduraci6n es un sistema, donde se establecen 
numerosos equilibrios y se entrecruzan multiples rutas de degrad^ 
ci6n.
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La raaduraci<5n es por tânto un proceso tïpico y particular
de cada clase de queso y los cambios qulmicos que conducen a la
transforinacl6n de la cuajada fresca en el queso final, son catali 
zados por multitud de enzimas que pueden procéder de tres fuentes 
principales: del cuajo u otra preparacidn enzim4tica de origen ve^  
getal o animal; de los microorganismos que crecen dentro del que—
so o en su superficie; de la leche misma.
En el curso de la maduuacién se van acumulando en grado 
diverse, los numerosos contribuyentes à su "bouquet" (péptidos, 
amino^cigos libres, arainas, amoniaco, cetonas, âcidos grasos li­
bres»..). Estos compuestos generalmente ausentes o en bajas con— 
centraciones en la leche original, surgen como consecuencia de 
las transformaciones metab<Slicas sufridas por los compuestos may^- 
ritarios de la leche (lactosa, trigiicdridos y proteinas, espe—  
cialmente casefnas).
En todas estas transformaciones en las que por supuesto, 
los enzimas originarios del cuajo o de la leche tienen un papel 
relevante, adquieren especial importancia los sistemas enzimiti—  
COS microbianos, capaces de transformer una cuajada inconsistante 
en una masa homogënea con olor y sabor caracteristicos. La lacto 
sa se transforma cas! completamente en dcido Idctico, la grasa es 
hidrolizada en ^cidos grasos aunque esta transformacién sdlo ad-- 
quiere real importancia en los quesos blandos, mientras que las 
proteinas van a sufrir grandes e importantes cambios. Sin embar­
go, para que ocurran todas estas actividades metab<Slicas,es nece- 
sario que en la maduracidn de los quesos se den los siguientes 
factoresî
1.— Factores fisicosî Adecuado grado de dispersion de 
la grasa y de la caseina, particular consistencia del queso etc.
2.- Factores qudCmlcos; Calcio retenido en la cuajada, 
contenido en agua y sal, etc...
3.- Factores microbianos: Son los auténticos agentes ma_ 
duradores que proceden del ambiante, de la cuajada o han sido an_a 
didos con el fermento.
4.— Factores bioquimicos: Son los enzimas del cuajo y 
de los microorganismes que intervienen activamente en la madura—  
cion y las vitamines que influyen en el desarrollo de aquelles.
5.— Factores ambientales: Temperatura, humedad y venti—
laciOn de las cOmaras de fermentaciOn, donde se va a madurar el 
queso, cuyas condiciones habrSn de ser apropiadas para cada clase.
En todos los quesos,la maduraciOn habrO de ser lenta, a 
travOs de toda la masa» À1 principio de esta, la multiplicaciOn 
de los fermentos es muy activa y el numéro de gérmenes llega a a^ 
canzar valores muy elevados. Sus enzimas exocelulares comienzan 
a trassformar la lactosa en Ocido lâctico, pero a los pocos dias 
de comenzada la maduraciOn, el 95 % de los gOrmenes lOcticos se 
lisan y liberan al medio una gran cantidad de enzimas que hacen 
que la proteina se degrade hasta la aparicion de aminoâcidos. 
ta maduraciOn se llama maduraciOn primaria y es sufrida en gene—  
ral por los quesos grandes y los que maduran a temperaturas muy 
bajas.
En los quesospequeîîos o muy acuosos,puede existir ademds 
una maduracidn secundaria que actua junto con la primaria y en 
ocasiones puede llegar incluso a superaria. Esta maduracién con­
siste en la transformaciiSn de la proteina hasta amoniaco y se rea 
liza normalmente del exterior al interior del que so. Algunos,co— 
mo los quesos frescos, no sufren ningûn tipo de madnraci6n.
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Sin duda el 4cldo l^ctlco y el cloruro sédico que se ert—— 
cuentran al principio en la cuajada, contribuyen al sabor del que 
so pero su misl6n fundamental,consiste en servir de base a los 
distintos sabores y aromas originados por la descomposicién del 
dcido Idctico, lactatos, citratos, proteinas y grasas. La forma— 
cl6n del aroma y sabor, asf como la textura y el aspecto exte­
rior tipico del queso, son los fines fundamentales del proceso de 
maduracidn en el curso del cual, se producen una serie de modifi— 
caciones importantes:
1.— Glicollsis. La lactosa se convierte casi compléta—  
mente en 6cido l^ctico, el cual desaparecerâ parclal o totalmente
en el curso de la maduracidn•
2.— Protelisis de la caseina como componente fundamental 
de la cuajada.
3.— Lipolisis, Es la hidrdlisis de la materia grasa, va­
riable segdn el tipo de quesos.
4.— Formacidn de la corteza.
Ç.— Descenso de la humedad.
1.- Glicollsis.
Durante la maduracidn, la lactosa desaparece ya casi 
desde el principio en la mayor parte de los quesos a excepci<5n en
general, de los quesos blandos donde puede persistir durante lar­
go tiempo.
Algunos autores como Lenoir J. (l.963b)han comprobado una 
transformacién r4pida y otros observan su persistencia durante v^ 
rios meses, Swartling P. y col,(1.953) y Nakanishi T. y col. 
(1.9 5 8)* Parece ser que la permanencia o no de la lactosa en el 
queso,est4 influida por el tratamiento térmico de la leche y de 
la cuajada, ademâs de otros factores y aquelles quesos tratados a
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altas temperaturas, fermentan con mayor rapidez que los tratados 
a bajas temperaturas, Jimenez S. (1,973).
Esta hldrélisis rinde dos azucares.Dglucosa.D—galactosa, 
slendo la primera alimente energ^tico para los gérmenes, que la 
fermentan mucho més répidamente que la segunda.
El producto final de las homofermentaciones es el écido 
léctico y los gérmenes responsables de la misma son. Streptococcus, 
Streptobacterium (Lactobacilos meséfilos) y Thermobacterium (Lacto_ 
bacilos terméfilos). La capacidad de produccién de écido léctico 
de dos especies terméfilas (Str. thermophilus y L. bulgaricus), a 
elevadas temperaturas (372C. y 5S-C»)fha sido estudiada por Costa- 
magna L. (l,976B^ quien demostré que a 55-C, dichas especies son 
capaces de crecer e incluso producir cantidades normales de écido. 
En las heterofermentaciones, ademés del écido léctico aparecen el 
écido carbénico, etanol y écido acético como productos finales, 
siendo originados dichos procesos por los Leuconostoc y las beta—  
bacterias.
Como consecuencia de la formacién de écido lactico, e;:is—  
te. un descenso del pH que retrasa la putrefaccién, aï impedir el 
desarrollo de los gérmenes contaminantes, Con ello se favorece la 
implantacién de una flora beneficiosa y particular de cada tipo de 
queso, que llevaré a cabo junto con la degradacién proteica y lipo^ 
litica, una transformacién de los lactatos en écido propiénico, 
écido acético y anhidrido carbénico. En algunos quesos como el 
Emmental, la formacién del écido propiénico tiene gran importancia 
para la produccién del aroma caracterfstico del queso.
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Algunos grupos de bacterias lécticas,actuan sobre el éci- 
do cltrico de la leche y simultâneamente con el écldo léctlco ori^  
ginan dlacetilo, el cual daré lugar al aroma caracterlstico de . 
los quesos frescos como Gervais, Petit Suisse, etc,..’ Kornacki X, 
y col (1 .9 7 7) y otros autores, estudlan la influencia de las bac­
terias lâcticas en las cualidades organolépticas del queso.
La intensidad de la glicollsis varia entre los distintos 
tipos de quesos. En los quesos tipo Edam, Gouda, etc..., es mu—  
cho menor que la que se produce en aquelles como el Cheddar,que 
sufren una cierta maduracién Inlcial de la leche. En estos que—  
SOS se puede procéder a una fermentacién lictica de la leche a 
10@C., habléndosc inoculado la noche anterior con 1 cc. de fermen^ 
tos lécticos por cada litro de leche. Se realiza asi una madura- 
cién previa de la leche durante 10 a 12 horas, a la temperatura 
minima de crecimiento de las bacterias llcticas y ésto mejora no— 
tablemente la calidad de éstos tipos de quesos.
Proteolisis.
Los cambios ocurridos en las proteinas son los mis impor­
tantes y caracteristicos de la maduvacién, ya que afectan a la 
textura.segdn De Jong L. (1,976) y al sabor del queso,segûn Shaha. 
ni K.M. (1 .9 7 6), Estas caracterfsticas tfpicas de cada uno, le 
son conferidas por los écidos grasos, aiainas y amonfac9,producidos 
on parte por la hidrdlisis de la casina, de s pué s de una serie de 
transformaciones enziméticas. Esta caseina puede ser desdoblada 
sélo parcialmente, ya que en algunos quesos aparece con ligera o 
ninguna transformacién.
De modo general se puede decir,que las enzimas mlcrobianaa 
que intervienen en la proteolisis del queso son;
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— Proteasa natural de la leche. Su actividad mâxiiaa se 
situa a un pH entre 8 y 9. Se inactiva al pH del queso fresco,
-' Activldad proteolftica del cuajo, que se manlflesta en 
la zona del pH de los quesos, es decir, entre 5 y 6, El cuajo 
descompone la caseina en productos intermedios, los cuales bajo 
la accién microbiana,experimentan a continuacién una degradacién 
més pronunciada.
— Froteasas microbianas. Carboxipeptidasas, aminopepti- 
dasas di y tri peptidasas especificas e inespecificas,que actûan 
en condiciones diversas de pH segun su procedencia.
Ademés de la conoentracldn de onzima y de sustrato, la 
velooidad de la proteolisis depehde de. los factores siguientes:
— Temperatura» La hidrdlisis de la caseina es mucho 
m&s lenta a medida que se va bajando la temperatura, siendo a 09C 
la mitad que a 20«C,
— Humedad. La velocidad de la raaduracién es tanto mayor, 
cuanta mayor cantidad de agua tenga el queso; por ello la solubi-
lizacién de la caseina,es més répida al principio de la madura---
cién que al final.
— Acidez. Un medio muy dcido retrasa generalmente la 
proteolisis especialmente si el pH se situa por debajo de 5»5»
— Grasa. La digestién proteica es tanto mayor cuanta me 
nor cantidad de grasa tengan los quesos.
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- Concentracién de cloruto sédico* La acclén del cloru—
ro sédlco es retardante de la proteolisis«dependlendo de su oon- 
centracldn.
El "grado" de degradacién proteica viene medido por el 
llamado "indice de raaduracién", que es la cantidad de N soluble 
disuelto con relacién al N total. En este N soluble, esté inclui 
do el N proteico precipitable eh TCA ( X -lactoalbéminas, y|-lactoe 
albuminas, seroalbumina, polipéptidos y péptidos de alto y bajo 
peso molecular) y el N no proteico que se solubiliza perfectanen- 
te en TCA y se détermina de modo fécil en el sobrenadante (Aas. 
urea...). Los aminoécidos pueden en algunos casos y cuando la 
duracién es suficlentemente larga, ser degradados en écidos gra—  
SOS, arainas y amoniaco, siendo estos dos tiltimos compuestos,tara-— 
bién détectables como N no proteico. Todos estos tiltimos compo-— 
nentes de la degradacién proteica contribuyen al "bouquet" de los 
quesos y les confieren aroma y sabor. En algunos casos, sin em­
bargo, cuando la raaduracién es excesivamente larga y se encuentra 
dirigida por reacciones enziméticas mal encaminadas, pueden produ 
cirse resultados desagradables e incluso sustancias téxicas, con 
desaminaciones y pérdida de N en forma de amoniaco y desprendl—  
miento de COg, obteniéndose asi quesos de mala calidad. Un ejem- 
plo de este tipo de malas transformaciones, son las originadas 
por Clostridium. La medicién del N no proteico, por lo tanto, da 
rfa una idea de la "profundidad" de la degradacién proteica.
En quesos blandos como el Limburger, Camembert o Cabrales 
casi toda la caseina inlcial se convierte en péptidos de alto pM. 
y polipéptidos, dando valores muy altos de N soluble al final de 
la raaduracién. Esta gran descomposicién de la caseina,es la que 
se ha pensado corao autora principal de la blandura de los quesos. 
En quesos durôs como el Cheddar, Emmental e incluso el Manchego,
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la solubllizacién proteica no sobrepasa generalmente un 40)6 del 
total.
Los enzimas del cuajo son los que fundamentalmente produ— 
cen la descomposicién inicial de la caseina,para dar péptidos de 
alto pM y polipéptidos. A comtinuacion y sin despreciar totalmen 
te la accién del cuajo, son las enzimas microbianas, las que actu 
an con peptidasas, decarboxilasas y desaminasas para dar péptidos 
de bajo pM y aminoécidos, que en algunos casos pueden ser dégrada 
dos a écidos grasos, aminas y amoniaco. Visser F.H.W. y col. 
(1.977).
En los quesos duros, son preferentemente los gérmenes léc^  
ticosjlos microorganismos que realizan la proteolisis, Liberan 
pequefias cantidades de proteinasas extracelulares, pero su accién 
se debe sobre todo a la liberacién de proteinasas intracelulares, 
debido a la lisis de las células bacterianas. En los quesos blan 
dos o répidamente madurados, la mayor parte de la proteolisis se 
debe en cambio a las proteinasas extracelulares, liberadas por 
una variedad de gérmenes (mohos) que crecen en superficie constl- 
tuyendo la flora superficial, Piergiovanni L. y col. (1.973).
La evolucién de la materia nitrogenada, ha sido estudiada 
en diferentes tipos de quesos por diverses autores; Lenoir J. 
(l.963â')en queso Camembert; Ritter W. y col, (1.966); Garmer J. y 
col. (1 .9 6 2); Lépez Lorenzo P. y col. (1 ,9 6 2); Albonico F, y col. 
(1 .9 6 7); Silvermann G.J, (1.9 54); Reville V/.J, (I.9 7 8) en queso 
Cheddar; West D.W. y col. (1.976); Poznanslci S. y col. (1.965) en 
queso Edam; Creamer L.K. (1.970) en queso Gouda; Klimovski I.I.
(1 .9 5 9) en queso Edam; HarperVf, y col(l,956) en queso Provolone;
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Marcos A, y col. (1.976%)), (1.978 ) y Fernéndez Salguero (1.975) en 
quesos Deila Serena y De los Pedroches. En queso Manchego la evo' 
luclén de la materia nitrogenada ha sido estudiada, principalmen-- 
te por Ramos M. y col. (1.976); Marcos A. y col. (1.976 acd3(l.9 7 8) 
Ordoflez J.A, y col, (1,980 a)
3 .- Lipolisis,
Los triglicéridos que componen la materia grasa, se hidro, 
lizan liberando écidos grasos, los cuales se acumulan en el medio 
incrementando la acidez de éste. Estos écidos grasos, intervie—  
nen en el aroma del queso asf como sus productos de degradacién.
Esta hidrélisis de la materia grasa, se realiza a través 
de las enzimas procédantes de los propios microorganismos, o' bien 
de las lipasas contenidas en la leche. Estas tienen distinto gra 
do de especificidad y su pH éptirao varia entre 6, 5 y 9» actlvân- 
dose su accién hidrélitica con los cambios bruscos de temperatura 
y la agitacién.
La hidrélisis de la materia grasà es muy limitada en los 
quesos de pasta dura, siendo mucho mayor en los quesos de pasta 
azçrl y de pastà blanda. En los quesos en cuya fermentacién inter 
vienen los mohos en gran cantidad, éstos representan una abondan­
te fuente de lipasas.
En el queso Manchego, la hidrélisis de las grasas es un 
factor muy importante en la produccién del sabor, por la libéra—  
cién de ciertos écidos grasos, como el caprflico, caproico, cépri 
co y otros. Estos écidos grasos unidos a otros como el butirico, 
desarrollan el sabor picante de los quesos aflejos que es desagra-
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dable cuando se rebasa el grado normal de maduracién.
2.2,2, Asoectos microbioléglcos.
Los gérmenes son los auténticos artifices del proceso de 
maduracién y juegan un papel fundamental en la elaboracién de los 
quesos,
En la industria quesera, los microorganismos son indispei:
sables especialmente para los procesos ocurridos durante la madu- 
raoién, principal punto de la fabricacidn de los quesos.
Durante cl proceso de desuere, la contrâccién de la cua 
da, daré lugar a la expulsién de mayor o menor cantidad de suero, 
segun la intensidad de la acidificacién, y ésta habré sido produ— 
ciéa por los gérmenes lécticos y el cuajo.
Durante la maduracién se desarrollan una gran cantidad de 
microorganismos, mohos y levaduras que a expenses de los sustra—  
tos que encuentran en la cuajada, fabrican sustancias que incre—  
mentan la digestibilidad del producto y le confieren el aroma y 
sabor caracteristicos» Estas reacciones enziméticas varian espe— 
cificamente de unos quesos a otros, asi corao los microorganismos 
que intervienen en cada una de ellas.
Sin embargo, la microflora puede ocasionar algunas veces, 
procesos de deterioro importantes, cuando en el queso se encuen—  
tran en gran numéro microorganismos perjudiciales» '
Por ésto, y desde un punto de vista industrial, bromatolé
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gico y sanitaria, los microorganismos que participan en la madura 
cién del queso, pueden clasificarse en:
— Beneficiosos, ya que son en todas ocasiones Eermentado 
res utiles del queso »
— Colaboradores en fermentaciones utiles, pero pudiendo 
dar origen ocasionalmente a acciones perjudiciales.
— Peligrosos, por originar procesos mctébélifcos de dete­
rioro, o incluso procesos infeccioeos y téxicos en los consumido— 
res.
En el primer grupo se encuentran los gérmenes considéra—  
dos acidéfilosi estreptococos, lactobacilos y Leuconostoc, Estai 
es la llamada flora léctica. Unos son considerados homofermenta- 
dores, pues éélo originan écido léctico a partir de la lactosa, 
mientras que otros son ademés productores de anhidrido carbénico, 
hidrégeno, alcohol, etc... y son catalogados como heterofermenta- 
dores.
En el queso Manchego, el estreptococo prédominante es ^  
lactis. Este aparece en los primeros dias de la maduracién, pu—  
diendo estar acompadado en menores ocasiones por . S. lactis var. 
diacetilactis.
Diverses autores como Ordéflez J.A, y col. (1,973 u)Marti­
nez Moreno JvL. (1.976) y Cbmpairé C, y col (1.979), coinciden en 
la ausencia de S, cremoris en el queso Manchego. Segûn Perry 
XÿD. (1 .9 6 1) y Dawson D.J, y col. (1.957), este microorganismo 
suele encontrarse asociado a S, lactis en casi todos los tipos
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de quesos; sin embargo, no ha podido aislarse de modo general en 
el queso Manchego, si bien se piensa que el hdbibat natural del 
que procédé, podria ser el mismo qUe el de 3, lactis. I’unez li. 
y col. (1 .9 7 9), tampoco lo han conseguido aislar del queso Cabra 
les, ni Ordofiez J.A. y col. (l.930&)en queso Roncal, cuyas caraç_ 
teristicas son muy similares al Manchego; si bien Devoyod J.J. y 
col. (1 .9 6 9 )» si lo han encontrado en queso Roquefort.
Estos gérmenes proceden del medio ambiente, contaminado 
primero a la leche y después a la cuajada, siendo posible encon- 
trarlas en grandes cantidades en los quesos de fabricacion arte- 
sanal y los fabricados industrialmente con leche sin pasterizar. 
En los quesos fabricados con leche pasterizada proceden en gran 
parte del fermento utilizado. Romén Pihana M. (1.975), los ha 
encontrado siempre como flora dominante a lo largo de toda la ma^  
duracion, tanto en el interior como en la superficie del queso. 
Sin embargo, otros autores como Masso J. (1.974) o Compairé Cpol 
(1 .9 7 9), los encuentran en gran numéro al principio de la madur^. 
cién para dar paso posteriormente a un crecimiento masivo de los 
lactobacilos. Ducastelle A. y col. (I.9 6 5) en queso St. Paulin, 
han encontrado que constituyen la parte esencial de la flora mi­
crobiana. Su numéro tiende a disminuir en el curso de la madura 
cién y después de unos diez dias, no se encuentra més que una 
quinta parte de la poblacién léctica enumerada en la cuajada.
En el queso Vacherin, los estreptococos meséfilos constituyen la 
fiâyo» parte de la flora léctica total, pudiendo desarrollarse 
muy bien a pesar del fuerte contenido en sal, Sozzi T. y col.
(1 .9 7 3). Devoyod J.J. (I.9 6 9) en queso Roquefort, considéra que 
constituyen la flora dominante a lo largo de toda la maduracién, 
encontréndose siempre cepas "poco acidificantes". Estas estén 
asociadas a gérmenes que estimulan su crecimiento (llansénula.
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8. faecalls.♦«) y a factores de crecimiento (Aas. esenciales
etc,), enconfcrados en el medio,liberados de la lisis de los mi--
croorganismos por la accién de la sal, Nûflez M.y col. (1.979), 
los encuentran como flora dominante en el queso de Cabrales, tan 
to en la superficie como en el interior del queso durante la fa—  
bricacién, salado y primera maduracién. En la segunda maduracién, 
los lactobacilos, levaduras y mohos, dominan en el interior del 
queso y los micrococos en su superficie. En otros quesos fabric^ 
dos con leche de oveja, como el queso Bryndza, Prekoppové J, 
(1 .9 7 6 ), observa que constituyen a las veinticuatro horas de fa—  
bricacién el 98% de îa flora total, decreciendo después graduai—  
mente hasta el final de la maduracién (ocho a nueve dias).
En la autolisis de lâs bacterias lécticas, ademés de la 
acidificacién del medio con la disminucién del pH, interviene co­
mo façtor importante la concentracién de cloruro sédico, ya que 
los estreptococos son bastante sensibles a ella. Bie il. y col. 
(1 *9 7 5 ) en quesos noruegos, observan que la permanencia de éstos 
en salmuera seca, provoca una mayor destruccién de las bacterias
lécticas, asi como mayor digestién proteica debido a la libera--
cién de las enzimas intracelulares.
Los estreptococos metabolizan la lactosa para transformer 
la en écido léctico desde los primeros dias de la fabricacién, 
hasta que el pH alcanza un valor aproximadamente de 5, lo que ocu 
rre normalmente al mes de iniciada la maduracién. A partir de es^  
te momento comienzan a lisarse, liberando en el medio endoenzimas 
proteoliticos que cohtribuirén a la produccién de aminoécidos y 
sustancias metabélicas que colaboran en la produccién del aroma 
caracteristico. Segûn Massé Lago J. (1.974), en el queso Hanche- 
go alcanzan un numéro méximo a los treinta dias, que es del orden
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g
db 10 . En cambio los lactobacilos en este momento, constituyen
una fraccion de la poblacién de 10^ a 10^ veces menor. Prosi--
guen un lento crecimiento y a los treinta dias igualan en numéro 
a los estreptococos, manteniendose luego ambos en un orden de 10^ 
hasta pasadbs dos meses de maduracién.
La acidificacién de la cuajada,répida primero debido a 
los estreptococos y raés lenta después por la accién de los lacto— 
baci&os, prpvoca una disminucién del pH del medio, lo suficiente- 
mente grande, para inhibir el desarrollo de la flora contaminante 
indeseable, como las Salmonellas, Brucellas, esporulados y Esche­
richia coli, pudiendo éstos llegar a perder completamente su cana 
cidad de multiplicacién.
Es importante resaltar aqui por tanto, la obligatoriedad 
que se ha dado en muchos paises a la pasterizacion de la leche 
con la que se va a fabricar los quesos, cuando éstos van a sufrir 
un proceso madurativo inferior al que se considéra suficiente co­
mo para que la flora indeseable se baya destruido totalmente. A 
la accién inhibidora de la acidez del medio se suman también favo 
reciéndola, las elevadas concentraciones de cloruro sédico, los 
lactatos y determinadas enzimas.
i
I
Los lactobacilos terméfilos, se incluyen entre los fermen 
jtos empleados en la elaboracién de quesos de pasta cocida. Los 
jlactobacilos meséfilos, constituyen la flora principal en la ulti 
ma fase de maduracién en los quesos de pasta prensada no cocida y 
en algunos de pasta cocida, tanto en quesos elaborados con leche
I
cruda, como pasterizada. Al igual que los estreptococos, son tan 
abondantes en el medio ambiente de las queserias, que algunos au— 
tores no consideran necesaria su adicién a los fermentos, incluso
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trabajando con leche pasterizâda,
Segûn Ordoflez J.A, y col, (1,978 b) Nûflez M. (1,976) y 
otros autores, sélo se han detectado eh queso Manchego, L. easel 
y L. plantarum. La presencia de estas dos especies por otra par­
te, es normal en otros tipos de quesos segun Feagan J.J. y col.
(1.959); Ordéflez J.A. y col. (l ,980 a)ÿ Burgos J . y col (1.971). 
Parece ser,que L. casei se instala nés fécilmente en el queso que 
L. plantarum, pero si éste esté presente en la leche, pasa al que, 
so y persiste ordinariamente.
Los lactobacilos han sido estudiados en muchos tipos de 
quesos: Devoyod J.J, y col (l.970^)en queso Roquefort; Johns C.K 
y col. (1 *9 5 9 ) 5 ?®?5yK.D, y col. (I.9 6 0) en queso Cheddar; Syrjan 
sen H. (1 ,9 6 5) en queso Edam; Sharpe E. y col, (1,956) en queso 
Siltton; Ducastelle A, y col. (1.965) en queso St. Paulin; Sozzi 
T, y col. (1 ,9 7 3) en queso Vacherin; Nûflez H. y col. (1.979) en 
queso Cabrales, etc..,
El desarrollo de los lactobacilos comienza cuando los es— 
treptococos lécticos ya no pueden seguir creciendo en el medio d^ 
bido a la acidez de éste. Las células se lisan y liberan en mu—  
chos casos sustancias estimulantes para los lactobacilos, Branen 
A.L. y col. (1 .9 6 9); Devoyod J.3. (I.9 6 9); Libudzise 2. (1,976); 
Branen A.L, y col (1.970), Estos tniclan entonces su desarrollo, 
pudiendo llegar a constituir al final de la maduracién una parte- 
muy representative de la poblacién microbiana del queso. Sin em­
bargo en algunos tipos de quesos como el St. Paulin, Ducastelle A. 
y col, (1 .9 6 5), han encontrado que los lactobacilos no estén pré­
sentes més que en un nûmero muy débll y précticamente insignifi—  
cante en las cuajadas y los quesos muy jévenes, tendiendo siempre
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a mnltiplicarse a lo largo de la maduracién, pero sin que su nam£
ro llegue nunca a ser importante èi se le compara con la pohla--
cién microbiana tdtal. Lo mismo ha encontrado Devoyod J.J, (1970) 
en el queso Roquefort. Este autor ha encontrado que la màyoria i 
de las cepas aisladas al principio de la fabricacion, pertenece a 
la especie L. casei. Esta especi«f, exigents respecte de los nu— - 
trientes que necesita para su crecimiento se ve favorecida en ge­
neral, por las vitaminas del grupo B y por péptidos que provienen 
del hidrolizado de proteinas y no se desarrolla en un medio con 
10% de cloruro sédico. Por el contrario, las cepas que crecen en 
la superficie después del salado (L. plantarum), son capaces de de 
sarrollarse en presencia de ésta misma concentracién de cloruro 
sédico, El salado provoca por tanto una ligera disminucién del 
nûmero de lactobacilos, asi como una seleccion entre ellos. Des— 
pués del salado la flora total del queso Roquefort, esté princi—  
palmente constituida por levaduras y micrococos,més resistentes a 
la sal que los lactobacilos.
Dentro del grupo de los gérmenes lécticos, es necesario 
tener en cuenta también, la presencia del género Leuconostoc. 2^ 
tas son bacterias lécticas heterofermentativas, caracterizadas 
por una fermentacién gaseosa de los azûcares, con produccién aclc- 
més del écido léctico, de GO^,diacetilo , acetona y otros écidos
volétiles que contribuyen a la formacién del aroma. Son bacte---
rias poco acidificantes comparadas con los estreptococos y los 
lactobacilos y también son inhibidos como los primeros, cuando el 
pH se acerca a 5.
Nûflez M. (1 ,9 7 6) ha aislado de quesos Manchegos artesana— 
les e industriales, ciento noventa y cinco cepas del género Leuco^ 
nostoc, clasificadas comO L, dextranicum, L. paramesenteroides,
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L. mesenteroides, L. lactis y L. cremoris. Parece ser que las a& 
titudes tecnolégicas de los Leuconostoc no estén muy claras. Al­
gunos autores como Overcast W.W. y col. (1.952), opinan que debi­
do a su carécter heterofermentativo son capaces de producir, ojos 
e incluso cuando su numéro es excesivamente grande, agrietémmeato 
en el queso Cheddar. Esto sin embargo, podria ser beneficioso en 
algunos tipos de quesos como el Roquefort, ya que favoreceria el 
desarrollo de Pénicillium; Devdyod J.J, (1,970). En el queso Va­
cherin, la existencia de pequeHos ojos no se considéra defecto y 
son debidos seguramente a la presencia del 10^ de las cepas lécti 
cas aisladas.
Ordéflez J.A. y col» (1.978b)opinan que la aparicién dé pe 
queflos ojos en el interior de la masa del queso Manchego, podria 
âer muy bien debido a la presencia de bacterias de este género» 
Sin embargo Nûflez M. y col. (1.979) encuentran en queso Cabrales, 
que la poblacién de Leuconostoc permanece siempre por debajo de 
10^ gérmenes/gramo, lo que se considéra insuficiente para jugar 
un papel importante en la apertura del queso.
Otro grupo de bacterias consideradas lécticas, esté cons- 
tituldo por el género Pediococcus. Dichos gérmenes sin embargo, 
aunque han sido estudiados en algunos tipos de quesos corao el Che 
ddar por Fryer T.F. y col, (I.9 6 6 ), no se consideran de gran va—  
lor tecnélégico, debido quizés a su dificultad para desarrollarse 
incluso a bajas concentraciones de cloruro sédico. En elJqueso 
Manchegg han sido estudiados por Nûflez M. (1.976), clasificéndose 
todas las cepas encontradas como P. pentosaceus.
En el grupo de gérmenes considerados como colaboradores 
en fermentaciones ûtiles , pero que pueden dar lugar a acciones
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perjudiciales, se pueden incluir a los enterococos.
Se trata de gérmenes muy ubicuos de procedencia fecal o 
ambiental, betahemolftlcos, con buena resistencia a temperaturas 
incluso de 609C durante 30 mn. y con capacidad de multiplicacién 
en medios clorurados y con sales biliares, Poseen resisten
cia a la penicilina a concentraciones relativamente elevadas y 
persisten durante mucho tiempo en anaerobiosis a pH superiores a
5.
Los enterococos se han estudiado bajo dos puntos de vis­
ta diferentes: como microorganismos indicadores de contaminacion
fecal por Brooks D.E.J» (1.974) y por su interveneion en la for­
macién del aroma.
Se admite generalmente la actividad metabolica de algunas 
cepas de enterococos,que dan lugar a productos metabélicos 
productores del aroma; bajo este punto de vista han sido estudi^ 
dos en el queso Cheddar por Dahlberg A'.C. y col. (1.9 43). Sin 
embargo y a pesar de que por esta propiedad pudieran considerar- 
se beneficiosos, se les achaca en muchas ocasiones, la responsa- 
bilidad de los procesos infecciosos originados por el consumo de 
alimentes intensamente contaminados por estos gérmenes.
Se encuentran en casi todos los quesos, habiéndose aisl^ 
do por Devoyod J.J, y col, (l,970à)en queso Roquefort, Jensen J . 
P. y col, (1.973, 1.975a)en queso Cheddar, Bovikinia V.S. (I9 6 9 ) 
en queso soviético, etc..., halléndose en algunos de estos que—
7 S
S O S  como el Cheddar, valores de hasta 10 -10 gérmenes/gramo.
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En el queso Ulloa, Ordéflez J.A. y col. (1.977 «•) observan 
un aumento en la basa de enterococos progreslvo a lo largo de to­
da la maduracién, lo que concuerda con las experiencias de Kosi—  ^
kowski F.V. y col. (1.948) en el queso Cheddar y se opone a las 
concluslones de Stadhouders J. (1.960), el cual aflrma que la pro_ 
liferacién de enterococos no tiene lugar més que durante la elabo_ 
racién del queso y no después durante la fermentacién acidolécti- 
ca,
Ordéflez J.A, y col. (1.978b)tobservan que de las ciento 
cincuenta y siete cepas dé enterococos que alslan de queso Manche 
go, un 80^ pertenecen a la especie 9» faecalis var. faecalla. 
Otros autores sin embargo, como Schemidt R.Hé y col. (1.97/4)» Ma*- 
sso Lago J. (1.974) y Nûflez M. y col. (1.979)» encuentran como es^  
pecie prédominante de los quesos estudiados por ellos a S* fae- 
cium.
Los estreptococos fecales, se han utilizado en algunas 
ocasiones como aceleradores de la maduracién, afladiéndolos al fer_ 
mento y de esta manera se han obtenido buenos resultados.
Finalmente en el grupo de gérmenes que pueden causar dete. 
rioro, se encuentran los Coliformes y en particular E. coli, 
Achroraobacter, Flavobacterium, Pseudomonas, bacilos no esporula—  
dos, hongos, levaduras y las bacterias consideradas patégenas, 
responsables de las enfermedades infecciosas como son estafiloco- 
cos coâgulasa positives y Clostridium.
Todos estos gérmenes son considerados de contarainacién
exégena »
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Los productos lécteos pueden ser también portadores de 
otros tipos de gérmenes, que proceden directamente del ganado y 
se transmiten a través de la leche ordenada. Estos son: Mycobac_
terium,Brucella, Salmonella, etc... responsables de las enfermeda 
des transmitidas al hombre por contaminacién endogena, y por tan— 
to altamente patégenos,
Los conformes son bacterias que de desarrollan entre 1690 
y 409C, siendo su crecimiento muy répido a partir de 209C.
Alais Ch. realizé una experiencia en sesenta muestras de leche 
ordinaria procedentés de una e::plotaciém industrial, con 5- coli— 
formes/cc. como término medio. Conservaba una parte de la leche 
a 169C y otra a 2ISO durante 24 horas. La leche mantenida a ma­
yor temperatura, presentaba un numéro de coliformes del orden de 
7
6,0 X 10 , mientras que la otra parte de la leche conservada a l6sC , 
sélo era de 10 coliformes/co.
Frank J.F. y col. (1.977), realizaron experiencias de cu^ 
tivos de E. coli, con diferentes concentraciones de bacterias léc^  
ticas y diferentes*temperaturas en leche descremada, observando 
que la supervivencia de E. coli es mucho menor a menor temperatu­
ra de incubacién (219C frente a 329C) y mayor concentracién de 
bacterias lécticas (2,0% frente a 0,2$%), debido al incremento de 
acidez ocurrido en el medio por el metabolismo de las bacterias 
acidolécticas, al cual son extraordinariamente sensibles los gér­
menes coliformes} Hasono A, y col. (1.977).
Los coliformes se incluyen dentro de la familia Enterobaç 
teriaceae, gérmenes en su mayoria, huéspedes normales del intesti_ 
no de los mamiferos y por tanto su presencia en gran numéro en la 
leche, puede atribuirse a una contaminacién fecal. En esta fami—
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lia compuesta por bacterias Gram negativas, se incluyen ademés de 
Los coliformes (fermentadore's de lactosa con produccién de gas), 
otras bacterias como Salmonella, Shigella, Serratia y Proteus (no 
fermentadoras de lactosa aunque si de otros azdcares). Dentro de 
los coliformes, las dos especies més comunes en la leche y produc^ 
tos lécteos son Escherichia coli y Aerobacter ,aerégenes« Estas 
bacterias son perjudiciales para los quesos frescos si se encuen­
tran en gran cantidad, ya que provocan el hinchamiento de la pas­
ta, Son poco sensibles a los antibiéticos, Bester B,H, (1.976), 
inoculé leche con una concentracién de células de Enterobacter ae 
régenes de 1 , 2 3 x 10^ /ml., observando que ésto causaba hinchamien 
to por produccién de gas, Incluso cuando el queso en fabricacién 
estaba aén bajo prensa. El contaje de estas bacterias dismlnula 
répidamente y desaparecfa a Las siete u ocho semanas. La leche 
inoculada con E. coli (7,8 % 10^/ml.), no causaba en principio 
este tipico defecto, pero los organismos llegaban a alcanzar un 
numéro de 1 * 109 ®^ ***/gr., causàndo después de doce semànas el 
abombamiento cuando el nûmero de E» coli era todavia de 2,8 x 105/g*
Goicoechea A. y col. (1.979), observaron que a lo largo 
de la raaduracién del queso tipo Manchego, el nûmero de coliformes 
disrainuye progresivamente, llegando a desaparecer en algunos l o ~  
tes de quesos. Este resultado es imputable a dos causas esencia­
les: disminucién del pH, provocado por un aumento notable del nû­
mero de gérmenes lécticos, especialmente en los primeros dias de 
la maduracién y una disminucién en la actividad del agua. No ob­
servan sin embargo una influencia directa de la concentracién sa- 
lina sobre el nûmero de coliformes,
Martinez Moreno, JiL. y col. (1.976) que estudlan quesos
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Manchegos artesanales e industriales,- observan que en ambos tipos
de quesos se alcanzan conteos mdximos en la primera semana, del 
6 8 .
orden de 10 -10 /gr. En todos los quesos industriales, la pobla-
2
cion a los treinta dias es inferior a 10 /gr., sin embargo en 
nueve de los diez‘quesos artesanales estudiados, los coliformes a 
los treinta dias superan los 10^/gr.
Esta disminucién en el nûmero de coliformes, mucho més rê^  
pida en los quesos industriales que en los fabricados artesanal—  
mente, se ercplica por los autores mediante dos cusas: la conside— 
racién de que en los quesos de fabricacion industrial, la pobla—  
cién microbiana es mayor, debido al mayor tiempo transcurrido en­
tre la recogida de la leche y la elaboracién del queso.
■* fîsto hace que el porcentaje de estreptococos lacticos/flo^ 
ra total de la leche de los quesos industriales, de 51--> f rente a 
10,9^ en la leche de quesos artesanales, ocasione una répida dis- 
minueion del pH que afecte a los coliformes. Grillenberg, G. y 
col. (1 ,9 7 9) encuentran también en quesos Emmental, mayor porcen— 
taje de bacterias lécticas en los fabricados industrialmente, que 
en los fabricados de modo artesanal en todos los estadios de la 
maduracién. Por otra parte, los quesos industriales sufren uns 
deshidratacion debido al recalentamiento de la cuajada que no se 
efectûa en el queso artesanal, El contenido en agua queda por 
tanto reducido a un $1,46^ frente a 59,57^ en estos ûltimos y es­
ta disminucién en la humedad,puede considerarse también como un 
factor que influye en la mayor desaparicién de los coliformes en 
los quesos que se fabrican por procedimientos industriales. Todos 
estos resultados coinciden con los estudios realizados por Stadhou 
ders, J, y col. (I.9 6 6).
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Ordénez J.A. y col. (l.97Sb)en queso Manchego, observan 
un nûmero de coliformes inferior a 10 /gr, desde el primer mes do 
la maduracién, desapareciendo casi completamente durante el procs^ 
so. Massé Lago J. (1.974) llega a los mismos resultados tras ob­
server una serie de ondas de variacién numérica, atribuibles qui­
zes a la liberacién de sustancias e stimulante s del crecimiento 
por ciertas bacterias.
Los coliformes han sido muy estudiados en diferentes ti—  
pos de quesos: Donunet T.W, (1.970, 1.974, 1.975) y Gillies A.j,
(1.973) en queso Cheddar; Fryer T.F. (1.975) en queso Gouda; Ste— 
phanova-Kondratenko M. (1.964) en queso Kashlcaval, etc...
Galzin M. y col. (1,970) en queso Roquefort, destaca que 
en la superficie del queso, el nûmero de coliformes disninuye 
constantemente volviéndose despreciaSlt después del salado, sien- 
do esta desaparicién més lenta en el centro que en la superficie.
Mourgues R. y col. (1.977) demostraron en la Estacién Ex­
perimental de Jouy en Josas, que en quesos de pasta blanda fabri­
cados a partir de leche pasterizada, el nûmero de coliformes e::i^ 
tentes durante la maduracién esté en relacién directa con el nûme 
ro de ellos présentés en la leche inicial y demostraron que una 
contaminacién inicial, incluso débll de la leche en gérmenes coli 
formes, puede llevar en el curso de la maduracién a una nultipli- 
cacién enorme dlffcilmente compatible con las normas de higiene 
(10^ — 10^ en algunos casos). Los coliformes que se desarrollan 
en la maduracién y conservacién por el fr£o de este tipo de que—  
SOS, pertenecen en su mayorfa a la especie E. hafniae. Estas baç^  
terias son conocidas por su aptitud a desarrollarse a temperatu­
res relativamente bajas, y se consideran bacterias psicréfilas.
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Las Cepas enteropatégenas de E. coli, desaparecen mucho antes que 
las de E. hafniae en la conservacién a 4 grados centigrades. 
Existe un méximo en el desarrollo de E, coli enteropatégenas, 
seis horas despuéq de afladido el cuajo, disrainuyendo luego los 
gérmenes en el curso de la maduracién, tanto més répidamente cuan 
to més acidificante sea el fermento utilizado.
Desde el punto de vista sanitario, los quesos pueden veh_£
cular algunos gérmenes considerados como patégenos, eu;o creci--
miento en la leche depende de la temperatura y en ocasiones de la 
acidez del medio.
—A 37®C el crecimiento de los gérmenes es répido salve p^ a 
Ij ra M» tuberculosis, que se desarrolla muy lentaïaente. Un queso 
Camembert, cuya leche de fabricacién estuviera infectada, conten— 
dria bacilos tuberculoses vivos aûn después de tres meses. Sin 
embargo en un queso de pasta cocida, donde la temperatura de ca— 
lentamiento de la cuajada (55-C — 30 a 40 mn.) es muy inferior a 
la pasterizacién clésica, dicho tratamiento junto con una madura— 
cién suficientemente larga, es bastante para destruir completamen 
te el bacilo tuberculose.
— A 159c continûan raultiplicéndose, pero muy lentamente.
— Por debajo de 109C, no hay crecimiento.
— A 5-C, la conservacién prolongada no provoca destru--
ccién apreciable.
Las Salmonellas pueden resistir durante mucho tiempo, in­
cluse a temperaturas de conservacién de —209C, En el queso Man—  
chego, los serotipos toxiinfeccioses més frecuentes son S, typhi— 
murium y S. enteriditis, Estos son los denominados "poco adapta—
-31-
dos al hombre”. Taiabi^n pueden aparecer algunos de las adaptados 
a la especie humana, conio S, typhl y S» parabyphl» causantes de 
las flebres tifoideas. Estas liltimos no resisten normalmente las 
médias Soldas (ph: 4,6—4,8), para en acaslanes pueden aparecer c^ 
pas acidatalerantes.
Respecta de las Brucellas se puede declr que, las très ti 
pas de Brucellas canacldas, son pat6genas para el hambre y pueden 
encantrarse en la lecheî Brucella melitensls albergada en la lé­
ché de cabra. Brucella abortus bovls en la leche de vaca y Bruce­
lla abortus.suis en la leche de cerda. La m^s peligrosâ es sln 
duda la Brucella melitensis, agente causal de la fiebre ondulante 
a melitacacia, Ebte agente patd^gena puede encantrarse tambi^n en 
la leche de vaca.
Las Brucellas sin embargo, son laicraarganismas infeccio—  
sas can bastante sensibilidad a las influencias ambientales (ca­
ler, salinidad del media y especialmente acidez), la que quiere 
declr que cuanda la tecnologia es correcta, sabre toda si la con- 
taminacldn de la leche no es excesiva» las Brucellas son general- 
mente eliminadas en las primeras quince d£as de maduraci6n.
En el casa de las estafilocacos, si el pH no desciende 
par deba ja de 5 (acidificaci<5n insuf iciente ), el numéro de gérne- 
nes queda inalterada d inclusa puede incrementarse a la largo del 
tiempa•
Martinez Marena J*L, y cal. (1.976) aisld cuarenta y sels 
cepas de estafilocacos de leche de aveja y quesa Manchego artesa- 
nal. Las estafilocacos coagulasa positivas representaron el 
de las aislamientas; las coagulasa negatives el 2?.% y las nicroco
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C O S  el 7 restante. Dada la escasa importancia numeric a cle los 
estafilococos coagulasa pocitivos y su rdpida desapsricion sr. si 
que so, especialmente cuando las bacterias lictisas prerlominan des^  
de los primeros estad£os de la ciaduraci6n y dada tanbisr. la esca— 
sa actividad proteol£tica, lipolxtica y la e::traordinaria sencibi 
lidad al pH de los coagulasa negatives, no se considers a este 
grupo con capacidad tecnol<5gica suficisnte, como para particinar 
en la maduraci&n del queso Manchego,
Todos estos resultados coinciden en general cbrt los obte- 
nidos por Devoyod J.J, (I.9Ô9 ), quien trabajanrio con quoso lioqus- 
fort observa una mayor desaparicidn de los estafilococos coagula— 
sa negatives en la superficie del queso respecte del interior, 
donde pueden peroanecer hasta diez dias después de la njaduracion. 
Los estafilococos desaparecen r^pidamente, debido también a la iri 
fluencia de la sal en queso Cabrales; Mûnez M. y col. Cl.930),
Otros muchos autores, han estudiado también la variacion 
de estafilococos en la leche y productos Idcteos: Luquet F.M,
(1.953); Thatcher F.3. y col. (l.ÇoO); Tuc.'cey 5.L. y col. (l.^ôA),
Con rëlacidn a Clostridium, casi nunca se ha encontrndo 
en queso Manchego, a parte de C. botulinum, otro germon de cr-te 
género més que C, perfringens. Las esnoras son termorresister.tec 
y no se destruyen, incluse a temperaturas de pasterisacidn. 3e 
trata de un germen muy ubicuo, que puede encontrarse en el suelo, 
polvo, agua, alimentes crudes y en las heces de algunos animales. 
Uno de los mis peligrosos es Clostridium tyrobutiricur.i, causante 
de la denominada "hinchazdn butirica", frecuente en los quesos de 
pasta cocida. Debido a la termorresistencia de las esporas, se 
recomiendan las técnicas de bactofugacion para su eliminacion.
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cuando se sospechan contaminaciones importantes, aur.que los Clos­
tridium no resisten una elevada acides, lo que supone su posible 
inhibition por los fementos licticoc.
Existe por ultimo, un grupo de microorganisiaos con activ^ 
dades proteoliticas y lipolfticas importantes,que son los microco 
cos. Estos han sido estudiados en diverses clases de quesos: Al
ford J.A, y col. (1.950) en queso Cheddar; Devoyod J.J, (1 ,9 6 9 ) 
en queso Roquefort; Langsrud T, y col, (1,973) en queso Staaental 
etc,.. En queso Manchego han sido estudiados por: Ortiz de Apo—
daca H.J, y col. (1,979); Martinez Moreno J.L, (1,976); iTuRez fi* 
y col. (1 .9 7 6); Romitn Piilana H. (1,975),.,
Ortiz de Apodaca H,J"i y col, (1.979), encuentran que II. 
lactis es la especie mis abondante en el queso Manchego (alrede—  
dor del 60#), cifra mis o menos coïncidente con la encontrada por 
Ordinez J.A. y col, (l.977i)para el queso tipo Ulloa y Ordiîîes J,
A. y col. (l.930b)para el queso de Roncal. Ducastelle A. y col,
(1 ,9 6 5) en queso St. Paulin detectan un porcentaje mayor, alrede- 
dor del 75^ de M. Lactis.
No existe concordancia de todos los autores acerca de la 
permanencia de los micrococos en el queso, Para unos, como Ordi- 
hez J.A. y col. (l,977 • Viesaparecen al poco tiempo de comenzar la 
raaduracl6n,ya que despuis de veinticlnco dia no pueden ser detec— 
tados, Romin Piflana M. (1,975)» los detecta en numéro poco impoi^ 
tante desde el principio de la maduraciin en quesos Manchegos pa— 
rafinados, quedando mis o menos constantes a lo largo de ella.
Sin embargo para otros como Devoyod J.J. y col. (I.9 6 6), la perma 
nencia puede ser de hasta sels meses en queso Roquefort, debido a 
la gran contaminaciin a travis de la salmuera.
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La leche ordeflada asipticamente no contiens microorganis- 
Bios de este tipo, por tanto los micrococos del queso proceden del 
aire, piel, polvo y fundamentalmente de la salmuera.
Devoyod J. j*. y col, (I.9 6 9 ) observan en la superficie 
del queso Roquefort, que la mayor parte de la flora esti consti—  
tuida por los micrococos que son aportados en grandes cantidâdes 
por l|a sal, teniendo en esta parte del queso condiciones iptimas 
para su desarrollo. En el centre del queso sin embargo, no es 
mis que diez dfas despuis del salado, cuando los micrococos se 
vuelvjen dominantes en relacün a los estafilococos.
I j
I Romin Pihana M. (1.975)> trabajando con quesos Manchegos
i
no parafinados, observa un aumento importante en el numéro de es—
I
tes mlcroorganismos juste despuis del salado, hasta el primer mes 
antes de retornar a las dibiles concentraciones iniciales (0,5x10^ 
girmenes/ml»), considerando por tanto que los micrococos no jue—  
gan ujn papel demasiado importante en estos tipos de quesos.
I Ndfiez M. y col. (l.qSO) encuentran en queso Cabrales, que
los niicrococos quedan constantes en el interior del queso y proli 
! •
feran activamente en su superficie durante la primera maduraciin. 
Durante la segunda maduraciin, aumentan tanto en el centro como 
en la superficie, donde constituyen la flora dominante, para dis- 
minuir fuerteraente al final de la maduraciin.
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2.3. IMFORTANCIA MICROBIANA EN LA TECNOLOGIA QUESERA.
Sin restar importancia a los enzimas aportados por el cuajo 
y a los que forman parte de la leche, son los endo y exoenzimas 
microbianos los que catalizan principalmente las transformaciones.
Sin embargo los girmenes no actiîan generalmente solos, sino 
formando grupos de acciin enzimitica semejante sobre los componen 
tes de la cuajada y del queso. As! por ejemplo: los enzimas pro,
teoliticos, ademis do los que provlenen del cuajo y de la leche 
misma, proceden en cada determinado memento de un grupo heterogi— 
neo de microorganismos, que van variando su actividad metabilica, 
a medida que avanza la maduraciin. En el caso de los estreptoco- 
cos, que son considerados flora dominante al principio de la madu 
raciin, tienen en este momento prioritariamente un papel acidifi— 
cante, ya que transforman intensivamente la lactosa en icido lie— 
tico| sin embargo y a la vez que realizan este papel» liberan al 
medio enzimas exocelulares que actiîan directamente sobre la mate­
ria nitrogenada. A medida que avanza la maduraciin y cuando el 
pH es lo suficientemente bajo, las cilulas se lisan y entonces sd 
acciin proteolitica se intensifies por la liberaciin de endoenzi— 
mas. El poder proteolitico en este momento supers la capacidad 
de producir icido lictico y su acciin metabolizante ahora, es por 
tanto diferente de la que tenian al principio.
' Es mis ligico por tanto, hablar en cada estadio de la madu­
raciin de grupos de girmenes con la misma acciin enzimitica y la 
repercusiin que el niimero de ellos tiene sobre los cambios bioqui 
micos ocurridos en el queso. Esto es en parte lo que se va a trj^  
tar de analizar en este trabajo.
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Hablaremos por tanto de girmenes acidifilos, girmenes de 
acciin proteolitica y girmenes de acciin lipolitica,
2 .3.1 . Girmenes acidifilos.
Se consideran girmenes acidifilos, las bacterias capaces 
de producir icido lictico a partir de la lactosa. Este proceso 
puede ser una homofermentaciin (sin producciin de CO^ fundamental 
mente, ademis de icido acitico, etanol, etc»..)
Segin Marth E.H. (I.9 6 3 ), las bacterias licticas homofer— 
mentativas son los estreptococos ( 3» lactis y , 3» cremoris
principalmente), Streptobacterium (lactobacilos mesifilos) y Their 
mobacterium (lactobacilos termifilos). Las bacterias licticas he_ 
terofermentativas estin constituidas por los Leuconostoc y las be^  
tabacterias »
La misiin fundamental de los girmenes acidifilos, consis­
te en transformer la lactosa en icido lictico, consiguiendo con 
ello rebajar el pH en la medida suficiente, en que pueda ser des- 
truida la flora indeseable.
El papel acidificante de los estreptococos licticos y el 
de los lactobacilos, ha sido estudiado desde hace bastante tiempo 
por muchos autores como Evans A«y cçl(l.9l4), (I.9I8 ); Naylor 
y col. (I.9 S&), etc.... Algunos investigadores como Usajewicz I. 
y col. (1 .9 7 6 ), han encontrado que cultivos de estreptococos fec^ 
les ( S. faecalis , 3. bovis) pueden influir directamente en la
producciin de icido por 3» lactis. Intensificindola, asi como 
en su actividad proteolitica , aunque estos mecanismos no es—  
tin totalmente interpretados.
-37-
La diferente resistencia de las dos especies ( 3. lactis
y . 3* cremoris), mayor en el segundo que en el primero, permits
crear condiciones adecuadas para que proliferen determinados org^ 
nismos y se implante una flora con intervenciin directa en la fojr 
maciin del aroma.
Respecto de los lactobacilos se puede decir, que los hete 
rofermentativos,cuyo ritmo de proliferaciin es raenor que el de ; 
los homofermentativos, son nefastos en la industria, pues debido 
a la producciin de CO^, pueden provocar agrietamiento e .hincha— — 
miento de los quesos, lo que rebaja notablemente su calidad.
2.3.2. Girmenes de acciin proteolitica.
Los girmenes de acciin proteolitica son aquellos que libe 
ran al medio proteinasas, que descoatponen la materia proteica,
fundamentalmente las caseinas y dan lugar a piptidos mis s e n d---
llos, aminoicidos y amoniaco.
Se han estudiado por diverses autores medios selectivos 
para su detecciin y aislamiento: Hartley F.G. y col. (l.970)|
Frazier W.C. y col. (1.928); Zaadhof IC.J. y col. (1.967); Boviki- 
nia V.S. (I.9 6 9); Frazier W.C. (I.9 2 6 )* siendo los medios do agar 
adicionados de casein&to cilcico, los que han dado mejores resul­
tados. Las bacterias proteoliticas se reconocen por los halos 
originados a su alrededor debido a la digestiin de la caseina y 
han sido estudiados entre otros por; Baribo L.E. y col. (1.952), 
Gale E.F. (1.940), Lusiani G. y col. (1.971), asi como ha sido e£ 
tudiada tambiin la influencia del medio y la temperatura sobre di 
cha actividad proteolitica: Chistophersen J. y col. (1,9^2).
Los girmenes que intervienen principalmente en la proteo-
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llsls del queso a lo largo de toda la maduraciin, son sin lugar a 
dudas los estreptococos y los lactobacilos.
La actividad proteolitica de las bacterias licticas ha si_ 
do estudiada por: Bottazi V, (1.965)J Cowraann R.A, y col. (I9 6 7 )
y (1 ,9 6 8); Desmanzeaud M, y col (1.970); Dolezalek J. (I.9 6 6 ); 
Jespersen T.N. (I.9 6 6 ); Kikuchi T. y col. (1.970) y (1.974); Law
B. A. y col. (1 .9 7 4); Ohmiya K, y col. (I.9 6 8, 1.969,1970abyi972) 
ROpp M. (1 .9 6 9 ); Sato Y. y col. (I.9 6 5 ); Tofte Jespersen N.I.
(1 .9 6 6 ); ZalasRo, y col, (I.9 6 9 )
Dolezalek J. (I.9 6 6 ), incuba cultivos puros en leche des— 
cremada estiril de 3. lactis, . S. diacetilactis, L. helveticus 
y L . casei con temperatura iptima, durante treinta dias, observain 
do una mayor actividad proteolitica de los lactobacilos frente a 
los estreptococos. Dentro de estos ultimos, S. diacetilactis. 
fue considerado el mis similar on poder proteolitico a los lacto— 
bacilos. La cantidad de nitrigeno solubilizado,fue de 1—2# para 
los estreptococos, mientras que el incyemento para los lactobaci— 
los fue de 4—5%, presentando los lactobacilos termifilos mayor ac^  
tividad protolitica que los mesifilos.
Por otro lado Ropp H- (1.969), observaba en cultivos pu—  
ros sobre leche descremada, que la hidrilisis de la caseina fue 
mayor para L. acidophilus, seguido de L. bulgaricus, L . helveti—  
cud, L, casei. Dilayan Z.K. y col. (1.978) sin embargo, clasifi— 
can en orden decreciente de actividad sobre la caseina a L» helve.
.ticud, L* casei y L . plantarum, expresando la actividad proteoli— 
tica en unidades DO y dando 0,037 para L. helveticus; 0,028 para 
L« casei; 0,016 para L. plantarum; 0,010 para S. bovis y 0,007 
para 3. lactis. De cualquier forma, la actividad proteolitica
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sobre la caseina, es slempre mayor para los lactobacilos que para 
los estreptococos.
A menudo ocurre sin embargo, que dar el "ranking" de act! 
vidad proteolitica entre especles puede ser peligroso, ya que di— 
ferencias existantes entre cepas de una misma especie,pueden ser 
incluso mayores que entre especles distlntas, siendo en general 
la diferencia fisioligica entre dichas cepas, la resistencia va­
riable frente a la temperatura y el iptimo de pH al que actiîan 
sus actividades enzimiticas.
Moller-Madsen A. y col. (1.976), estudian cultivos puros 
de 3. lactis, 8. diacetilactis y 3» cremoris » observando 
que todas las cepas tienen actividad proteolitica parecida (1,2— 
1,8 de NPN en flitrado^despuis de veinte boras de incubaciin à • 
309C)j las cepas eon actividades proteoliticas a pH iptimos pri— 
ximos a la neutralidad y la acidez se dividen en très grupos: de 
alta, media y baja actividad ( >10#; 4—10% y <4% respectivamente), 
correspondiendo la mayor actividad proteolitica a las cepas mis 
productoras de icido, B» cremoris •
Aiîn mis, puede ocurrir que la extrapolaciin de la activi 
dad proteolitica,medida en sistemas de leche a sistemas de queso 
no tenga ningun valor, debido a la existencia en iste, de condi— 
clones subiptimas en algunos casos para la actividad enzimitica.
Varios estudios,donde los lactobacilos mostraron una ex- 
tensa hidrilisis de la caseina de la leche, no han podido ser 
posteriormente confirmados en sistemas de quesos, Tittsler R.P. 
y col, (1 .9 4 8 ); Payens A.J, (1.958); Stadhouders J. (1.960.). P^ 
receria por tanto ligico evaluar la actividad enzimitica de los
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los girmenes proteolfticos en sistemas modelos de quesos fabrica- 
dos asiptlcamente a partir de cuajadas, donde silo interviene el 
cuajo como elemento coagulante y a las que son adadidas posterior 
mente las bacterias 6. los extractqs enzimiticos que queramos estu 
diar. Estos sistepas poseerin por tanto propiedades perfectamen- 
te controladas/O’Keefe R.B. y col, (1,976a') Perry K.D. y col. (1.964)1 
Reiter B. y col. (1.96^.
La actividad proteolitica efectiva total en el queso, pue 
de ser medida por los contajes celulares totales, la actividad de 
los diferentes enzimas proteolfticos bajo las condiciones de estu 
dio, el tiempo y grado de la lists celular y la influencia de la 
concentraciin de sustratos formados por otros agentes (p.e. el 
cuajo).
Singh A. y col, (1.972) en cuajadas acidificadas directa­
mente sin cuajo y raaduradas con mezclas de estreptococos, observ^ 
ban muy poca digestiin de caseina. La adiciin del cuajo a cuaja­
das calentadas y no calentadas, dii una degradaciin detectable de 
la caseina despuis de veinticuatro horas de almacenamiento y prin 
cipalmente de s^ caseina. Por otro lado Ohmiya K. y col .(1970 ab) 
observeron,que cuando a las cuajadas fabricadas asipticamente se 
les afîadian bacterias licticas como fermento, la autolisis celu—  
lar comenzaba a los doce dias de maduraciin, con la consiguiente 
liberaciin simultinea de proteasas y peptidasas intracelulares. 
Estas atacaban principalmente la o( s^ caseina.
El cuajo es por tanto el principal agente de la digestiin 
seina entera, asi c, 
lîltimo caso no es el unico.
de la ca omo la o( s^ caseina, si bien en este
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Parecc ser que la concentraciin de la sal y el bajo conte- 
nido én humedad de los quesos, son los responsables de la lente 
drilisis de la caseina.
Reiter B. y col. (1.969)* fabricahan cuajadas asipticas 
control,con leche calentada y no calentada y almacenada en refrige^ 
raciin très meses-, observando que contenian la misma cantidad de N 
soluble en agua, mientras que la cantidad de aminoicidos,fui=supe­
rior en las cuajadas fabricadas con leche no calentada que en las 
celentadas. Probableraente la fosfataaa alcalina de la leche,sea la 
responsable de la liberaciin de aminoicidos en las cuajadas asiptl^ 
cas control y su alteraciin por el tratamiento tirmico se traduzca 
en una menor liberaciin de aminoicidos. Ahora bien, cuando a di—  
chas cuajadas se les incorporaba 9. cremoris como fermento* los 
nivelas de aminoicidos detectados fueron mucho mayores. De esta 
manera los autores demostraron que la liberaciin de aminoicidos en 
el queso,es causada principalmente por la acciin de las peptidasas 
de las bacterias del fermento, alcanzindose la mixima actividad 
péptidisica intracelular,cuando se destruye el 90% de la poblaciin.
En los quesos, son mucho mis abondantes los microorganis— • 
mos cuya actividad proteolitica se limita casi exclusivamente a de 
gradar compuestos de bajo peso molecular, (obtenidos principalmen— 
te por la acciin del cuajo) para dar aminoicidos. A estas conclu— 
siones han llegado tambiin Desmanzeaud M.J, y col. (1.979) en que— 
SOS de pasta prensada, OKeefe R.B, y col. (1.976, 1.973) en queso 
Cheddar y Visser F.M.W, (1.977) en queso Gouda. Sin embargo,estu- 
dios de la actividad caseolitica de extractos enzimiticos intrace­
lulares de doce cepas de estreptococos y lactobacilos, por medio 
de ticnicas de espectrofotometria y electroforesis, han dado como 
resultado, que todos poseen un sistema enzimitico caseolitico.
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pero con variaclones en extension e infcenslclad, cuya acciin prote^ 
olitloa lleva a la apariciin de compuestos de baja movilidad elec 
troforitica y compuestos no precipitables en TCA. La ^ y ^ casei­
na son hidrolizadas, aunque lo es mis ficilmente la caseinaj Ca- 
rini S. (1,969). Los extractos intracelulares de los estreptoco-- 
cos parecen causar mayores concentraciones de compuestos solubles 
en TCA, pero menores alteraciones en el comportamiento electrofori 
tico de la caseina,que los lactobacilos. Estos parecen tener ma­
yor capacidad par degradar la caseina entera que los estreptococos; 
. Ordiflez J.A, y col. (I.98O a*)Dilanyan Z.K, y col. (1.979).
En cualquier caso el papel proteolitico de los lactobaci—  
los,que constituyen la flora dominante al final de la maduraciin 
en los quesos de pasta cocida, consiste principalmente en desapare 
cer en el curso de la misma, con la consiguiente liberaciin de en— 
zimas intracelulares (carboxipcptidasas, aminopeptidasas y dipept^ 
dasas),que llevarin a la liberaciin de aminoicidos y productos sus^  
ceptibles de constituir los elementos del aroma y sabor. La acti— 
vidad proteolitica de los lactobacilos ha sido muy estudiada; 3o— 
ttazzi V. (1 .9 6 5); McDonald I«Jî^1 .9 5 5 ); Annibaldi S»(1 .Q6 2 ); Do­
lezalek J, (1 ,9 6 6); Sato T. y col. (l.965)j Ohmiya K. y col, (1963) 
Tomaszewska J. (1.978).
Las diferentes cepas del ginero Lactobacillus poseen un - 
sistema proteisico endocelular, caracterizado por una actividad m^ 
xima a valores de pH priximos a los de los quesos en curso de madu 
raciin. Cowmann R.A, y col. (1.967); Schmidt _R,H, (1.972) y Krish 
nan C.P. y col. (1.974) dan un pH optimo de 7,0 para la actividad 
protoisica . intracelular de 5. lactis, L, dextranicum y L. 
casei. Sin embargo Baribo L.E. y col, (1.952) y DrandsaeterS.ycôl 
(1 ,9 5 6 ),dan una actividad proteolitica mixima de L. casei a un pH
de 6 y temperatura mixima de 40-45®C, Los enzimas slntetizados po 
seen una actividad de tipo exopeptidislca y liberan preferentemen- 
te compuestos de bajo peso molecular. Segiîn Sato Y. y col. (I9 6 5 ), 
las miximas actividades de las prote&saa intracelulares de L. 
bulgaricus y L. casei se alcanzan durante la fase de crecimiento 
logaritmiCo, es decir, a las cuarenta y ocho horas de incubaciin. 
Numerosas cepas poseen una actividad proteisica debida en parte a 
la presencia de enzimas de superficie J Toumeaur Ci (1.972). Nil—  
îîez M. (1 .9 7 6 ), sin embargo, en quesos Manchegos artesanales e in­
dustriales, encuentra una escasa actividad proteolitica de las dos 
especies dominantes de lactobacilos: L, casei y L. plantarum.
Por otro lado, el râpido aumento en la proteolisis de un 
medio de crecimiento inoculado con bacterias del fermento, se debe 
légicamente a la existencia de proteasas axtraoelulares•
Sasaki R. y col. (1.959), purifican una enzima extracelu—  
lar de §» lactis con un pH <5ptlmo de 8,5 y una gran estabilidad 
al calor. La enzima parece exigir para su actividad, grupos sul—  
fhidrllos. Por otro lado Baribo L.E, y col. (1.952), aislan unà 
proteasa intracelular de 3.-- lactis que posee méxima actividad 
entre 40-509C, Segiîn îCrishnan C.P. y col. (1.974), la actividad 
proteâsloa intracelular de 3, cremoris tiene su pH éptimo a
6,5 a 409C. SegiSn Maret R. y col. (1.978), la actividad proteoli­
tica de las bacterias licticas mesdfilas ( 3, cremoris, 3. lac— 
tis, S. diacetilactis..•) se manifiesta sobre todo en la zona de 
pH entre 4,6-7,0.
Zant Tf.C. y col. (1.9 54), estudian mediants técnicas de ti 
tulacidn la actividad péptidisica intracelular de cilulas rotas de 
S. lactis. El miximo de hidrilisis fue observado a pH de 7,0 a
a 8,5. La enzima calentada a 55®C durante 30 mn. a pM de 7,0 no 
tuvo ningun efecto. Rabier D. y col, (1.973) purifican una dipejD 
tidasa de pM: 50 daltons de S. themophilus, cuya mixima activ^ 
dad sitiîan a pH 7,5 y 50®C de temperatura.
Ademis de los estreptococos licticos, los estreptococos 
fecales participan tambiin en la maduraciin de los quesos,
Sozzi T, y col. (1.975), encuentran queso Vacherin que 
los enterococos son numiricamente los microorganismos mis repre—  
sentativos, con un poder proteolitico muy importante en el curso 
de la maduraciin. A idinticos resultados llegan Ordinez J.A. y 
col. (1,977 a) en el queso Ulloa, quienes han demostrado la acti­
vidad proteolitica de S. faecalis, el cual parece que actûa so­
lo sobre la caseina,
Segûd'Scfimidt J.L. y col. (1.972), S. faecium y 5. dur ans, 
poseen proteasas endocelulares con pH iptino a 7,5 y iptimo secun 
dario entre 5,5 y 6, Se ha aislado tambiin por parte de Shugart 
L.R. y col. (1 .9 6 4) una proteasa exocelular de pH iptimo 7,6 a 
35SC.
En algunas ocasiones, la actividad proteolitica de los en 
terococos y probablemente tambiin de las levaduras, son factores 
estimulantes para el crecimiento de los lactobacilos, Devoyod J. 
J. y col. (1 .9 7 1) en queso Roquefort encuentran que là transforma 
ciin de la caseina en piptidos por parte de 5. faecalis y la 
acciin fermentadora de la lactosa por parte de las levaduras, con 
tribuyen al desarrollo de L. casei aportando al medio, piptidos, 
y vitaminas indispensables, que normalmente no se encuentran en 
la leche.
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Las bacterias del ginero Leuconostoc, no se han considera­
do nunca fuertemente proteoliticas.
Tolcita F, y col, (1.976),han estudiado el sistema proteoli 
tico intracelular de L* citrovorum observando que la producciin 
de proteasa aumenta mucho en la fase logaritmica de crecimiento, 
alcanzando el miximo a las veinticuatro horas de incubaciin. De 
todas las cepas de Leuconostoc aisladas por Niîflez M. (1.976) en 
queso Manchego L* lactis, b# cremoris, L« dextranicum,
L, mesenteroides y L, paramesenteroides), la que daba mayo—  
res valores de N soluble en icido fosfotiSngstico era I», mesente 
roides, no considerindose de todas formas ninguna de ellas con una 
actividad proteolitica notable.
Los micrococos son girmenes tambiin, cuyas actividades pro. 
teolifcioas pueden ser toraadas en consideraciin, si bien no son 
las mis importantes en la maduraciin de los quesos. Segun Baribo 
L.E. y col. (1 .9 5 2 ), los extractos celulares de II. freudenreichii 
son proteoliticos sobre sustratos de caseina, pero extremadamente 
l.ibiles en_las condiciones normales de maduraciin de los quesos, 
no teniendo ningun efecto sobre los cambios ocurridos en el NPH y 
AN Stadhouders J.(I . 9 6 For el contrario, algunas cepas do M. 
caseolyticug pueden liberar una metaloproteasa exocelular muy act^ 
va sobre las caseinas, cuyo pH iptimo es de 7,40 (Desmanzeaud M.J, 
y col. 1 ,9 7 2), con lo quo silo podria intervenir eficazmente al fi 
nal de la maduraciin.
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2.3*3. Girmenes de acciin linôlitica.
Menos informaciin aun se posee sobre el poder lipolitico 
de los girmenes que intervienen en la maduraciin de los quesos, 
excepto en los madurados por mohos. Existen trabajos sobre la ac^  
tividad lipolitica de las bacterias: Alifax R, (1.972)j Alford J.A 
0 9 1 (1 .9 6 1 ); Carini S, y col. (1.973); Singh A, y col. (1.973,
1 . 9 7 5  y 1 .9 7 6a) Umemoto Y. y col. (1.975); Rajorhiac G.3.col(L98o) 
y sobre los medios de cultivo apropiados para su detecciin y ais­
lamiento ; Brandi p.( 1 .9 7 0 ); Fryer T .F.col(l967â) Sierra G, (1.957) 
Umemoto Y . (I.9 6 9 ); pero todas estas experienclas aclaran poco, 
respecto del verdadero papel lipolitico de las bacterias en la 
duraciin de los quesos.
De una manera general se puede decir que los microorgani^ 
mos, realizan la lipolisis del cuerpo graso en très etapas. En 
una primera etapa, e::lsten una serie de reacciones de hidrilisis 
sobre los trigliciridos. Hay una liberaciin de icidos grasos 
voli.tll©8,butirico principalmente. En'una segunda etapa, puede 
haber liberaciin de icidos grasos de cadena larga, saturados e in 
saturados. Estos ultimos pueden dar lugar en una tercera etapa y 
raediante reacciones de o::idaciin a compuestos como perixidos, hi- 
droperixidos, compuestos cetinicos y aldehidos.
Muchas de las bacterias aerobias fuertemente proteoliti—  
cas,son a la vez lipoliticas. Las lipasas de los microorganismos 
psicrifilos pueden intervenir en la maduraciin de los quesos y re^  
sistir en muchas ocasiones las teniperaturas de pasterizaciin, aun 
cuando istas no sean resistidas por los propios girmenes. Pseudo^ 
monas es un ginero con especies lipoliticas como P. fluorescens, 
segun Brandi E. y col. (1.973) y P. Fragi,segun Siôgh A.ÿcotl973). 
Tambiin se han hAllado especies lipoliticas de^Achromobacter, Al—
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caligenes y Micrococcus} Seitz E.W. (1.974), Propionibacterium, 
posee tambiin especies lipoliticas como P. shermaanii, si bien al^  
gunos autores como Knaut T. y col. (1.974) consideran a P. freu—- 
denreichii como la especie mis lipolitica, Carini S. y col. 
(l.97i);demuestran la fuerte actividad lipolitica de algunas espe 
cies de bacterias propiinicas (P. shermanii, pentosaceuG* «.). ai^ 
lando una lipasa no especifica capaz de hidrolizar todos los ici- 
dos grasos de los glioirldos, dando compuestos secundarios y
produciendo icidos volitiles, icido isobutirico y diacetilo en di_ 
versas cantidades segun las cepas.
Segun Alifax R. (1.975), las bacterias del grupo colifor­
me, tambiin pueden poseer actividades lipoliticas} sin embargo, 
la mayor parte de los onzdLmes de estos grupos ^ ejercen
una hidrilisis sobre la materia grasa dé los quesos muy escasa, 
ya quo su permanencia en los mismos debido a la acidificaciin pro. 
gresiva es muy corta.
Reiter 3, y col. (1.967, 1,969), opinan que el queso Che—  
ddar las lipasas bacterianas son menos importantes que en la lé­
ché y su contribuciin a la lipolisis en el queso, no tiene ningu­
na significaciin.
En los quesos duros, no madurados por bongos, la mayor 
parte de la lipolisis bacteriana es ejercida por las bacterias 
licticas; Fryer T.F. y col. (1.967)} Oterholm A. y col. (1.963); 
Yu J.H. y col. (1.975). tJmanskii M.S. y col. (1.974), estudian 
cultivos de bacterias licticas en leche, llegando a la conclusiin 
de que 3. diacetilactis présenta mayor actividad lipolitica, 
seguido de L. lactis. L « helveticus y %, thermoohilus.
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Stadhouders J, y col. (1.973) sin embargo, estudiando las 
actividades lipoliticas de los estreptococos licticos, confirman 
que éstos, tienen una débil capacidad de hidrolizar los triglicé— 
ridos, a excepcidn de aquellos cuyos icidos grasos sean de cadena 
corta como la tributirina, que es en general hidrolizada por to-- 
das las especies. Los estreptococos licticos no liberarian por 
tanto, icidos grasos mis que a partir de una materia ya uodifica- 
da.
En general la acciin lipolitica de los estreptococos fec^ 
les, se considéra superior a la de los estreptococos licticos y 
se ha podido demostrar la actividad lipolitica de algunas cepas 
de 3» faecalis. para la cual es necesaria la presencia de aigu— 
nos aminoicidos, Chander H, y col, (1.973) y Chander II. y col. 
(1.975).
Martinez Moreno J.L. (1,976) sin embargo, en queso Manche 
go considéra que la actividad lipolitica de S# lactis. como es— 
treptococo mis abondante en este queso, cu^o pH optimo es aproxi- 
madamente de 5,0, no contribuye a desarrollar de modo importante 
el sabor tipico del queso. De todas las cepas de lactobacilos 
aisladas, ninguna tiene consideracion importante tampoco,respecto 
de la actividad lipolitica,
Ortiz de Apodaca M.'J. y col. (1.979) trabajando con queso 
Manchego, aislan cepas de micrococos con una actividad lipolitica, 
nueve veces superior a la de los estreptococos licticos, y poder de 
degradaciin superior al de istos, ya que pueden actuar tambiin 
sobre los trigliciridos de cadena larga, Con isto llegan a la 
conclusiin,de que los micrococos en este queso tienen una partici^ 
paciin mis activa en la lipolisis en el curso de la maduraciin.
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puesto que superan en actividad a las bacterias licticas conside— 
radas como los girmenes mis abondantes en estos tipos de quesos»
La actividad lipolitica de los micrococos ha sido estudiada tam—  
biin en queso Cheddar, Segun Veisseyre R» (1.975), M»freudenrei­
chii poseeria una lipasa intracelular cuyo pH iptimo de acciin se 
situa entre 8,0-8,S»
Sin embargo en los quesos blandos, madurados por mohos la 
actividad lipolitica desarrollada por istos, tiene realmente im— • 
portancia, Los sistemas enzimiticos de los mohos han sido estu—  
diados desde hace tiempo por diverses autores: Alifa:: R. (1.975*-)
’./ilcoxJC .y col. (1.955), Harper VI, J, y col. (1,956), Lamberot G. 
y col, (1.972), Lamberet G. y col. (1,976 a y b), Nelson W.O. 
(1.953), Dluzewski M. (l,g63) etc...
P. roqueforti, principal hongo madurado de los quesos azu 
les, libera progresivamente icidos grasos por medio de dos lipa—  
sas; Miki T. y col. (1.966), Despuis de la purificaciin parcial 
por precipitaciin con sulfate aminico, demuestran que la activi—  
dad enzimitica es mixima a pH; 8,0 y a 37®C de temperatura, sien- 
do el mejor sustrato, la grasa de mantequilla.
Esta lipasa es termolibil y se inactive a 509C despuis de 10 mn,,
P ,caseicolum, posee tambiin un sistema lipisico termolibil con li^  
pasas endo y exocelulares, aisladas por Lamberet G. y col. (1.976 
a y b) cuyo pH iptimo de acciin esti entre 9,0—9,6,
Tsujisaka T. y col. (1.973), purifican una lipasa tormol^ 
bil localizada en el interior de parades celulares de Geotri——  
chum candldum, que a diferencia de las lipasas alcallnas de Péni­
cillium actua de manera iptima a pH entre 5,7—7,0 aunque puede 
ser estable a pH entre 4,2 y 9,8. Su optlmlcidad al p!î de los
-50-
quesos en maduraciin, la hace especialmente interesante en la li- 
polinis de les quesos blandos.
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2 . 4 .  COIIGSLACION DE 3U E 303.
La utillzaclin rais general del frfo en la inc'ustria quesera 
esti basada fundamentalmente en la conservaciin del producto ya 
madurado en riginen de refirigeraciin.
Yubero Circatao A. (1,960), hace un estudio de las condicio­
nes que debe reunir el queso Manchego para su conservaciin por el 
frio y e::plica el estado de maduraciin, la edad, el estado de la 
corteza y otra serie de caracterüsticas que se tienen que dar en 
dicho queso, para asegurar una buena conservaciin en las cimaras 
frigorfficas hasta su puesta a la venta.
El problema rais importante que se plantes en la conserva—
ciin de los quesos en rigimen de refrigeraciin, es el manteniraien
to de una temperatura y humedad relative adecuadas en los locales»
con el establecimiento de una atraisfera homoginea por medio de co 
rriente de aire controlada. Si ista es demasiado ripida y no su— 
ficienteraente hûmeda, pueden aparecer accidentes de fahricaciin 
("gèrce" o grieta del Gruyère).
Actualmente, se han ensayado raitodos de congslaciin de eus— 
jadas y quesos frescos en muchos pafses, siendo ya una prictica 
cada vez mis comun: Oehen V. y col, (1.964) en queso Emmental;
ICapac-Parkacev M, y col. (1.967) y Pettinau. II. y col. (1.972) en 
queso blanco de leche de oVeja; Shannon C,’7. (1.975) en queso Che^  
ddar; Costamagna L. (l.976i)en quesos Mozaarella y otrachchino, 
etc...
De una manera general se puede declr que las bajas tempera— 
turas producen en los quesos, très efectos muy importantes :
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a) Congelaciin del agua,
b) Refcrasd de lar- reacciones quimicas,
c) Prevenciin del crecimiento microbiano.
a) Congelaciin del agua
La congelaciin del agua en el producto, influencia fuerte_ 
mente la calidad del mismô, aunque silo sea por el efecto fisico 
de la formaciin de cristales de hielo, Estos pueden distorsionar 
la estructura interna del queso y volverlo granuloso o pastoso, 
una vez que ha sido descongelado»
Una congelaciin ripida,da como resultado la formaciin de 
cristales de hielo extremadamente pequeuos, lo que podria ser a—  
propiado para paliar en alguna medida este efecto. Tiersonnier 3. 
(1 .9 7 0) que estudia la congelaciin de cuajadas de leche de cabra 
en estaciones de alta producciin, considéra que ista ha de ser r^ 
pida en tunel a —35®C/—402C con una temperatura an «1 ndcleo de 
—202c y para un tiempo de conservaciin no superior a seis meses. 
Considéra este autor, que la congelaciin lenta en cimara ven- 
tilada a —2 jSC no es recoraendable, ya que los quesos fabricados a 
partir de cuajada congelada de esta manera,son de menor calidad. 
Erimons D. 3. y col. (I.9 6 8 ), congelan ripidamente en nitrogeno 1^ 
quido cuajadas cottage, encontrando cualidades organolipticac muy 
insatisfactorias. Observaban estos autores que las cuajadas con— 
geladas lentamente, presentaban como principales defectos una teîc 
tura farinicea.
El punto de congelaciin de los quesos varia con el tipo y 
la ©dad, asi como con la humedad y el contenido en sal de los que^  
S O S .  Richards E. (1.967), congela quesos Cheddar y Leicester con 
una humedad de 10-15# y los conserva a -17, SsC-lO, 6SC, observan
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do que exister! menores dados fisicos, cuando el queso posee menor 
porcentaje de humedad. Los quesos grandes tambiin podrian dadar­
se organolipticamente, mientras que los pequedos se conservâtan 
sin grandes alteraciones, debido quizis a que el procedimiento de 
congelaciin ripida se realiza mucho mejor en estos iltimos.
Auquêz Michel 'U- (1,974) congela ripldamente queso de ca­
bra en tinel a —35®C—402C, almacenando posteriormente en cimaras 
a una temperatura de aproximadamente —20SC, durante cuatro o cin— 
co meses,
b) Retraso en las reacciones qufmicas«
Las reacciones quimicas en el sustrato congélado, son re— 
tardadas, pero no inhibidas, El factor limitante del almacena*—  
miento de muchos quesos a baja temperatura, es el proceso de ma—  
duraciin,el cual es retrasado pero no detenido.
En los quesos conservados en congelaciin» la intensidad 
de las transformaciones bioquimicas disminuye con el descenso de* 
la temperatura y crece con el grado de maduraciin de la muestra 
en el momento de la congelaciin.
Hdte-Daudart E, (I.9 6 9), utilize très temperaturas para 
la congelaciin de cuajadas de tipo Camfembertî —I52C, -20SC y 
-309C, A —159c y a -209C, observa la existencia de una actividad 
enzimitica notable, que es fuertemente disminufda en la conserva- 
ciin a —309C,, aunque no totalmente suprimida. Portmann A,(197#), 
congela quesos de leche de cabra y los conserva a —209C y a —40SC 
durante un ado, observando sin embargo que istos dltimos no pre—  
sentaban mejor calidad que los primeros, con lo que «1 autor es- 
tablece que las tempe r atur as de conservaciin de las cuajadas es—
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■barian aproximadamente entre —209C y —309C,
Al ser las temperaturas aplicadas lo suficientemente bajas, 
como para considérer que gran parte de la actividad microbiana es— 
ti al menos detenida, las variaclones ocurridas podrian ser achac^ 
bles al contenido enzimitico que existe en el momento de la congé— 
laciin. Dicho autor congela un tercio de la muestra al estado de 
cuajada de dos dias, otro tercio bajo forma de quesos semimadura—  
dos con quince dias y otro tercio seis semanas despuis de la madu­
raciin, comprobando que las cuajadas mis pobres en enzimas practi- 
camente sin modificar, contrariamehte a los quesos de quince dias
y très semanas, donde el desarrollo de los girmenes ya habfa libe—
!
rado enzimas proteoliticos y lipoliticos que contindan actuando 
lentamente durante la conservaciin»
Todos estos resultados coinciden perfectamente con las ex— 
periencias de Coppens R» (1,968) quiin tambiin congela (ripidamen— 
te en tdnel a —55®C), très lotes de quesos Camembert con 0-15 y 21 
dias de maduraciin, a —IS^C (2—6 meses), -209C (2—8 meses) y a 
—302C (2 meses—1-afio), Despuis de la descongelaciin, los dos gru- 
pos de 0 y 15 dias se someten a maduraciin, durante très semanas 
aproximadamente, Organolipticamente, todos los quesos que se alm^ 
cenaron a —15®C eran insatisfactorios, A esta temperatura la pro— 
teolisis no sigue su curso normal, y los quesos congelados antes 
de madurar fueron los mis aceptables, pero los de 15 y 21 dias mo^ 
traron una serie de defectos que aumentaban con el tiempo de aima— 
cenamiento y que fueron mis marcados a —209C,
Para Auquez Michel M, (1,974), Portmamm A. (1 ,9 6 9, 1.97'0) 
y Portmann A. y col, (1,966 a y b), trabajando en congelaciin de 
quesos procédantes de leche de cabra, la congelaciin habri tambiin
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de realizarse al estado de cuajada sin madurar, ya que isto proper, 
d o n a  caracteristicas organolipticas mis satlsfactorias.
No todos los tipos de quesos sin embargo, son proplcios à 
la congelaciin antes de madurar. Asi Ottogalli G* y col. (l«974a) 
trabajando con queso Provolone, observan que la congelaciin da ma­
jores resultados cuando se aplica a quesos madurados, pudiendo cori 
servàrse luego perfectamente, durante cuatro meses. A Idinticas 
conclusiones llegan Ottogalli G. y col. (1.973) al congelar queso 
Gorgonzola en diferentes estadios de la maduraciin (5,13,23 y 64 
dias) durante 10-20 dias y 3-4 meses y Didienne R. y col. (1.978), 
en la congelaciin de queso St. Nectai*#.
En ocasiones, la conservaciin de quesos a bajas temperatti— 
ras durante bastante tiempo, puede producir defectos poroxidaciin 
con la apariciin de sabores extrados que rebajan la calidad organo^ 
liptlca,
Portmann A, y col. (I. 9 6 7 y 1.96#), congelan quesos fabrl— 
cados con leche de cabra y los conservan a -189C —209C durante va­
rios meses, observando la apariciin en algunos lotes de sabores ex 
trades, que dichos autores clasifican como de dos tipos.
— Gustos a ixido, sebo o gustos metilicos, que pueden ré­
sulter de la autooxidaciin de los icidos grasos. Parece ser ade——
mis, que la adiciin de sal a la cuajada antes de la conservaciin, 
àumenta el gusto a ixido.
— Gustos insipides y gustos dulces. Segdn estos autores,
pueden procéder de la degradaciin enzimitica de las proteinas y la
materia grasa por los microorganismos psicrifilos de contaminaciin
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Y pori lo tanto podrfan evitarsejufcillzando leohe de buena calidad 
bacteriol<5gica,
' A^uquez Michel M. (I.9 7 4 ) observa tambl^n en quesos de le—  
che de cabra conservados a —209.C cinco meses, defectos de o::ida—  
ci6n de la materia grasa.
Por otra parte Harper V/.J, y col. (1.9 53 ), denostraron en 
consérvaciones a —238C durante seis meses de quesos de leche de 
cabrW, que presentaban un "bouquet" y aroma inferior al de los 
quesdè testigo no conservados. Posiblemente durante la acidifica 
cidn|de la cuajada, los fermentos Idcticos producen compuestos 
carbqnilos que participan en el aroma caracteristico de cada que- 
so, llegando dichos autores a la conclusion de que en algunos de 
los Quesos conservados, pudiera existir pOrdida de estas sustan—  
cias y por tanto del "bouquet" respecto de los testigos,
c) PrevenciOn del crecimiento microbiano.
La actividad de muchos microorganismos présentes en el 
queso congelado, es prOcticamente nula a temperaturas por debajo 
de —109C, siendo la congelaciOn en principle, un mOtodo idOneo p^ a 
ra preservar el crecimiento microbiano.
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2.5. INFLUEHCIA DE LA CONGELACION DE CUAJADAS SOBRE LA IgCROFLOn
RA 2UE PARTICIPA EN MADURACION.
La utilizaclOn de las bajas temperaturas en la conservaciOn 
de alimentos, se basa en el hecho de que las activldades mlcrobi^ 
nas se pueden retardar o incluse Inhibir a temperaturas inmediata^ 
mente por encima de las de congelaciOn y generalmente detener a 
temperaturas por debajo del punto de congelaciOn.
Las temperaturas de refrigeraci'on previenen en general, el 
crecimiento de los organismes productores de intoxicaciones (ex­
cepte G, botulinum) y retardan el crecimiento de todos los que 
producen détérioré.
Las temperaturas de congelaciOn en general, son suficientes 
para prévenir el crecimiento de todos los microorganismos, aunque 
algunos pueden crecer a un ritmo mds lento.
Al considerar los efectos de la congelaciOn sobre los micro^ 
organismes, es interesante tener en cuenta los siguientes cambios:
1«— Al disminuir la temperatura, el agua libre de las cëlu 
las se congela formando cristales de hielo extracelulares (si la 
congelacidn es lenta), e intracelulares (si la congelacidn es ra­
pide), aunque en algunos cases puedan formarse ambos tipos de 
cristales. Debido a esta pdrdida de agua por congelacidn, las 
lulas se deshidratan.
En principio se pensaba que la formacidn de hielo extracelu 
lar, destrûia las c^ïulas por compresidn d perforacidn de las mis_ 
mas, pero después se ha visto que su modo de actuacidn es mis fi—
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sico—qufmico que mecânico, ya que la migracidn del agua intracelu 
iar hacia el exterior, produce una concentraci<5n de solutes en el 
sistema. Debido a 4sto, crece la velocidad de reaccidn a temper^ 
turas justo inferiores al punto de congelacidn, varia el pH que 
puede oscilar entre 0,3—2,0 y se producen cambios en el equili-—  
brio idnico de la Ease liquida que afectan a las macroraoldculas 
celularcs como el DNA y las proteinas. Estas se pueden desnatur^ 
lizar,desapareciendo algunos grupos sulfhidrilo que se desprenden 
de las lipoproteinas• Existe también una p^rdida de gases cito—— 
plasm^ticos como 02 y C02. En las cdlulas aerobias la përdida de 
O^ frena las reacciones celulares.
2,- Todas estas alteraciones metabdlicas destruyen la c^ 
lula desde su propio interior, sum^ndose a esta destruccidn la re 
alizada mecAnicamente por los cristales de hielo intracelular, 
que acfcdan directamente sobre los orgdnulos celulares y sobre las 
membranas, siendo esta destruccidn tanto mayor cuanto mayor es el 
tamaflo celular,
3m— Por ultimo,la repentina caida de la temperatura, pro 
duce en los microorganismos un efecto de "choque tërmico" que es 
mds patente para los termdfilos y mesdfilos que para los psicrdf^ 
los, cosa Idgica dado que para los primeros su temperatura habi­
tuai de crecimiento, sufre una caida mucho mayor que para los Se— 
gundos*
Para Mazur P, (I.9 6 6 ), là respuesta microbiana a las ba—  
jas temperaturas parece entonces determinada principalmente, por 
la concentracidn de solutos debido a la cridtalizacidn extracelu— 
làr y la cristalÜacidn intracelular.
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La congelacldn ripida es un proceso que se puede conae—~ 
guir por inmersidn directa o contacte indirecto de los alimentes 
con el réfrigérante.
La congelacidn lenta es un proceso en el que la tempera— 
tura deseada, puede tarder en aloanzarse haste estante y dos horàs.
Bergstrom G. (1.961) expone las ventajas e inconvenien- 
tes de ambos m^todosî
Congelaci6n rdnida
1. Formacidn de pequedos cris— 
taies intracelulares.
Coneelacidn lenta
Formacidn de grandes cria^ 
taies extracelulares.
2. Bloquear o suprimir el meta 
bolismo celular.
Trastornar el métabolisme
3. Exposicidn breve a factores 
adverses.
Larga exposicidn,
4. Sin adaptacl&n a las bajas 
temperaturas,
Adaptacidn graduai,
S. Choque térmico. Sin efecto de choque
El efecto nocive de las bajas temperaturas sobre los mi- 
crorganismds, no es sin embargo el mismo en todos ellos, sine que 
depends de una serie de factoresî
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— Naturaleza del microorganlsmo* Se admifce en general, 
que las bacterias Gram negativas son mucho m«(s sensibles a la con 
gelacl6n que las Gram positivas y su factor de resistencia se en- 
cuentra en la diferente composicidn de la pared celular,
Algunos cocos Gram positives (micrococos, estafilococos y 
estreptococos) y casi todas las forma's esporuladas resisten la 
congelaci6n| Christophersen J. (I.9 6 8 ), La mayor parte de las 
bacterias no esporuladas son sensibles a la congelacidn y su acti^  
vidad metabdlica o es anulada d es retardada por las bajas tempe— 
raturas y finalmente la mayor parte de los bacilos Gram negatives 
son destruidos por la congelacidn (E « coli, E, aerdgenes). Las 
Salmohellas son menos resistentes que S , aureus y que las formas 
vegetativas de Clostridium.
Por otra parte, el estado fisioldgico en que se encuentran 
los microoganismos cuando se someten a la congelacidn, es un fac­
tor tpmbidn de especial influencia. Una bacteria que se encuen—  
tra en la fase de crecimiento logarftmico, se destruird mucho mds
1 I
fdcilmentfe que en otra fase, asf como las formas vegetativas son 
mucho menos resistentes que las esporas.
Segdn Bretz H. (I.9 6I), tambidn la concentracidn inicial 
de cdïulas en el alimente estd relacionada con su supervivencia 
y dstk serd mayor, a mayor cantidad de cdlulas antes de la conge— 
lacidL.
i
— Temperatura de congelacidn y temperatura de almacena—  
mientb. No existe.un acuerdo general entre las temperaturas de 
congelacidn y almacenamicnto, Algunos autores piensan que una 
temperatura excesivamente baja, no es forzosamente mds destructi—
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va que temperaturas como —19C— 5®C,que pueden tener un efecto mds 
létal. En este caso, la congelacidn rdpida tendrfa otro motlvo 
mds en el que apoyarse ventajosamente sobre la lenta, ya que se 
reduclria el tlempo de exposicidn a estas temperaturas mucho mds 
nocives. Cowmann R.A, y col. (1.965)» congelan cultives celula—  
res de estreptococos Idcticos sobre un medio de caseina, extracto 
de levadura y glucosa por dos procedimientos: una congelacidn a
—209C durante treinta minutes y una congelacidn rdpida por inmer— 
àidn en nitrdgeno liquide a —1969C, Los cultives fueren pesterior 
mente descongelados en bades contreîados termestdticamente a 
+248C, durante siete minutes. Las medidas de supervivencia micro 
biana por contajes celulares totales en medios adicionados de 
agar, asi corne las medidas de su actividad proteelitica, mostra—  
non que la congelacidn y el alraacénastiento a —I9 6 8C, son mucho 
mds eficaces para conserver la viabilidad r. capacidad proteoliti— 
ce de las cdlulas, permaneciende en valores muy elevados hasta el 
sesentaave d£a del almacenamiento. Para otros autores sin embar­
go es al contrario, siendo tanto mayor el efecto destructor cuan— 
to mds baja es la temperatura.
Todos los autores sin embargo parecen estar de acuerdo en 
que la destruccidn de gdrmenes es tanto mayor, cuanto mds largo 
es el tiempo de conservacidn a bajas temperaturas; Maleszwski J. 
(1 .9 7 3 ); Palmer II. y col. (I.9 6 9 ).
— Sustancias protectoras. Existen algunas sustancias en 
los alimentos como los aztîcares, grasa, etc..., que sirven de pro 
teccidn a los microorganismos retardando su destruccidn.
— Descongelacidn y velocidad de dsta. Existen varias ten 
dencias contradictories en lo que se refiere a la velocidad de
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de descongelacidn.
Para algunos autores, cuanto mds rdpida sea la descongela 
cido mayor es el numéro dé cdlulas supervivientes. Para Fennema 
0. (1 .9 6 6), la descongelacidn lenta es capaz de producir muchos 
mds perjuicios que la rdpida, sin embargo no estd muy claro que 
dsto sea asi. Para otros, la descongelacidn rdpida sdlo es acon- 
sejable para aumentar la supervivencia de algunas esporas de bon­
gos, pero es completamente desaconsejada para bacterias,y final—  
mente, algunos autores piensan que la velocidad de descongelacidn 
no tiene ningdn efecto,
Ademds de los factores propios de los microorganimos, la 
supervivencia microbiana a bajas temperaturas depende de otros 
factores que afectan directamente a los alimentos, taies como la 
actividad de agua. Este agua disponible,Idgicamente al realizar- 
se la congelacidn, se va transforraando en hielo y por tanto los 
gdrmehes que sean capaces de crecer a bajas temperaturas, lo ha—  
brdn de ser a bajos niveles de actividad de agua,
Normâlmente es aconsejable no volver a congelar los ali—  
mentos una vez que hayan sido descongelados.
Durante la congelacidn existen una serie de modificacio—
I nés en la| textura del alimente que facilitardn posteriormente la 
invasidn microbiana hacia las partes mds profundas del mismo, Du 
rante la descongelacidn y particularmente, si dsta es lenta, se 
puede producir una multiplicacidn bacteriana qùe acelerard los 
procesos alterativos, especialmente si el alimente estd muy modi-
i
ficadp por el proceso de congelacidn, Ldgicamente la repeticidn
!
sucesiva de estos fendmenos, puede acabar destruyendo completamen
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te la textura y la aparlencla del alimente. La congelacidn ade—— 
mds, détermina la destruccidn de muchos organismes termdfilos y 
algunos mesdfilos, que conduce al producirse la descongelacidn a 
una menor competencia entre los supervivientes. La alteracidn de 
los alimentos congelados y déscongelados es siempre mucho mayor 
que la de los frescos y el tiempo de conservacidn posterior, Idgi 
camente mucho mener, no ocurrlendo dsto en la congelacidn y descon­
gelacidn de cuajadas de queso Manchego.
El problems de la supervivencia microbiana adquiere espe­
cial importancia cuando la congelacidn se realiza en las primeras 
etapas de la fabricacidn (salade, etc...) y no al final de la ma- 
duracidn. En estas primeras fases, los microorganismos no han he_ 
cho mds que coraenzar su accidn bioquimica y las alteraciones irre 
versibles en su métabolisme pueden coraprometer la buena marcha de 
la maduracidn, una vez que la cuajada descongelada inicia date pe 
riodo} Speck M.L. y col (1.977).
Se trata por tanto de conseguir que el proceso de congé— 
lacidn de cuajadas antes de madurar, Interrumpa en la medida de 
lo posible los procesos metabdlicos de los microorganismos bene- 
ficiesos y su crecimiento, destruyendo a aquelles desfavorables 
o patdgenos, mucho mds sensibles a la congëlacidn.
Asi,no existiendo lesiones metabdlicas muy graves en los 
microorganismos maduradores de los quesos, los supervivientes po- 
drdn reanudar posteriormente sus actividades bioquimicas en el 
queso en maduracidn, una vez que dste ha sido descongelado.
Como ya se ha mencionado anteriormente, existen numerosos 
trabajos que estudlan las varlaciones bioqufmicas en la madura-—  
cidn de los quesos fabricados con cuajadas congeladas a partir de
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leche de oveja y cabra.
Sin embargo los estudios realizados sobre el efecto de la 
congelacidn en los mioroorganlsmos do lecho y de las cuajadas so— 
metidas a maduracidn posterior son muy escasos. Algunos como el 
realizado por Ottogalli G, y col. (l.974A)en.quesos italianos Gojr 
gonzola y Provolone, estudian el comportamiento frente a la congé 
lacidn de los microorganismos mds importantes tecnoldgicamente en 
la fabricacidn de estos quesos: 3. thermophilus, P. roqueforti
y los responsables del hinchamiento precoz (E. coli), cuando se 
inoculan en leche pasterizada y en cuajadas fabricadas asdptica—  
mente, llegando a la conclusidn de que las especies mds sensibles 
son 3# thermophilus y E. coli y la mortalidad mayor en la cuaja 
da que en la leche. En cualquier caso los resultados son muy si- 
milares a los obtenidos por estos autores,cuando observan el corn— 
portamiento de estos gdrmenes en cuajadas normales sometidas a 
congelacidn) Ottogalli G. y col. (1.973). ’
Otros autores, Yaygin H. (1.977), congelan lécha de oveja 
cruda y pasterizada para la fabricacidn de yogur en la dpoca de 
baja produccidn de leche. Esta se congela a dos temperaturas:
—35®C y —20@C y se almacena a -209C durante diez meses. Se obser_ 
vd que la temperatura de congelacidn no ejercia diferencias muy 
significativas en los contajes bacterianoë despuds del almacena—— 
miento y que en ambos casos dstos descendian,de 5,81 x 10?/ ml. 
en leche cruda a 3,08 x 107/ml. en leche congelada a -1202C y de
2,6 X 10^/m.en leche pasterizada a 1,39 xlO^ /ra,en leche pasterizada 
congelada a —35®C .
Didienne R. y col. (1,978), congelan queso St. Nectaire a 
-309C y efedtilan contajes bacterianos (estreptococos Idcticos,
Leuconostoc, lactobacllos, micrococos) y de levaduras, observando 
que todos ellos dlsmlnuian con la congelacidn, pero despuds de la 
descongelacidn y en la maduracidn posterior, la evolucidn era nor 
mal. Sin embargo el decrecimiento de algunos orgahismos indesea— 
bles como los coliformes,continuaba a lo largo de todà la madura— 
cidn, como si su metabolismo se hubiera alterado por las bajas 
temperaturas de modo ya irreversible. A resultados parecidos se 
llega en congelacidn de queso tipo Manchegor Peldez M.C. (1.978), 
donde los coliformes desaparecen rdpidamente, durante 16s primeros 
dias, mientras que en los quesos testigos no congelados,la desap^l 
paricidn es mds lenta y no se realiza totalmente hasta los cuaren 
ta y cinco dias.
Quesos Cheddar y Leicester almacenados a bajas temperatu­
res, muestran una disminucidn progresiva en el contenido bacteria^ 
no, aunque el cabo de diez meses de conservacidn, dste puede ser 
grande aiîn) Richards E. (1.967).
Mucho mds numerosos sin embargo, son los trabajos realize 
dos sobre congelacidn de bacterias Idcticas con vistas a su utili 
zacidn como fermentos en queserfas: Keogh D.P. (1.970)j 'Gilli—
and S.E. y col, (1.974); Accolas J.P. y col. (I.9 6 9 ); Birkkjaer
H.E. y col. (1 ,9 7 6); Lablee J. y col. (1.978); Mietton B. y col. 
(1 .9 7 8), etc..., y el estudio del comportamiento de dichas bacte— 
rias en cultives puros, sometidos a congelacidn: Accolas J.P, y
col, (1 .9 7 0 ); Martins J.P.P. (1.976); tîorichi T. (1.974); Asunty- 
unyan R.S. y col, (1.974), etc...
El Sadek G.M. y col. (1.975), cultivan 8. lactis ÿ S. 
cremoris, aislados de diferentes queserfas y los someten a conge— 
lacidn, seguida de refrigeracidn durante mds de dieciseis semanas.
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comprobando que S# lactis era mds resistente a la congelacidn 
y conservaba mayor actividad acidificante que S. cremoris.
Jabarit A. (1,970,1.971)*demueStra en cultives mixtos de 
9. lactis—L.helvetieus, por un lado y 5, thermophilus—L, aci­
dophilus por otro, que los lactobacilos son en general mds sensi­
bles a la congelacidn que los estreptococos, pero al llegar a tem 
peraturas suficlentemente bajas (-209C), la resistencia fisioldg^ 
ca de los estreptococos dismlnuye y la desproporcidn de percenta­
ges se vuelve casi despreciable a —35®C-409C.
Rousseaux P, y col. (1,968) en queserfa Gruyère,utilizan 
suspensiones concentradas de 3* thermophilus—L» helveticus, de— 
mostrando que dsto producfa una mayor acidificacidn inicial del 
queso, asf como una mejora en la apertura y textura del mismo, al 
final de la maduracidn.
Clitic S. (1 .9 7 6),al congelar suspensiones celulares de L. 
bulgaricus en medios con un 1 0^ de sacarosa, observa que sdlo so— 
breviven el 1%; sin embargo Zmai M, y col. (1.975)»conservando a 
temperaturas de congelacidn cepas de L. bulgaricus, L. acidophi­
lus y L. casei durante siete a ochenta y cinco dfas en un medio 
con 10% de lefche descremada, de sacarosa, 0 ,9% de cloruro sddj^  
co y 1% de gelatina, comprueba que el percentage de cdlulas des—  
trufdas es muy escaso, asf como la actividad lâctica de las cepas. 
Para dstos autores, L. helveticus es mucho mds sensible a la con— 
gelacidn, aunque capaz de reestablecerse pronto.
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2.6. GERMENE3 PSICROFILOS.
Se definen como psicrdfllos segun la Norma F*I.L,, aquellos
4-
organismos capaces de crecer y desarrollarse en diez dfas a 7 - 
0,5®C en Plate Count Agar (triptona,extracto de levadura, glucosa y 
agar), Para algunos autores, el tdrmlno de "pslcrdfilos" so apl^ 
ca mds generalmente a aquellos organismos capaces de crecer entre 
0-7SC y producir colonias visibles en siete dfas,pero teniendo 
una temperatura dptima de crecimiento alrededor de 2d9Q, Sin em­
bargo actualmente, estd cada vez mds extendido el tdrmino'^sicrotrd 
fico" para définir aquellos organismos que, independientemertto de 
cual sea su temperatura dptima de crecimiento, son capaces de de— 
sarrollarse a temperaturas de refrigeracidn (aproximadamente S®C)j 
d inferiores.
La mayorfa de los gdrmenes psicrotrdflcos son bacilos Gram 
negatives, principalmente del grupo de las Pseudomonaddceas: Pseu 
domonas, Flavobacterium, Alcalfgenes, Achromobacter . Menos fre- 
cuentemente existen algunas cepas dentro de los gdnerost Escheri­
chia, Aërobacter, Proteus, Samonella, Clostridium, Shigella,.. 
Tambidn pueden existir algunas cepas de Micrococus, Streptococus, 
y Bacillus.
Los gdrmenes psicrdtrofos tienen impoetancia en la industria 
Idctea, debido a que oonstituyonla flora dominante en las leches 
refrigeradas crudas, almacenadas durante clerto tiempo. Dichos 
gdrmenes psicrdtrofos, producen enzimas lipolfticosy proteolfti—  
cos que provocan una maduracidn excesiva de la leche, aparicidn 
de sabores extrados y anomalfas cuando es conservada largo tiempo. 
Si esta leche es utilizada posteriormente en queserfa, dado que 
dichas enzimas son en muchos casos resistentes a la pasterlzacidn.
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ademds de modlficar la aptitud de la leche para la coagulacidn y 
hacer dlffcll el papel de los fermentos Idcticos, provocan defec— 
tes organoldpticos en los quesos, sabores a rancio (lipolisis) o 
amargos (proteolisis); Cousin, M.A. y col, (1.977 a y b). Debido 
a que son microorganismos en su mayorfa teluricos o procédantes 
del medio ambiente, se confirma una vez mds, la bxistencia de una 
relacidn estrecha entre la buena o mala calidad bacterioldgica de 
la leche y la buena o mala calidad de los productos preparados a 
partir de ella.
El papel de los microorganismos psicrdtrofos en la indus— 
tria Idctea, ha sido estudiado por varies investigadores: Thomas
S.B, (1 .9 6 6); Kunchat W, (1.970); Dummont J.P.ycol i977’jBusse M. 
(1 .9 6 9 ), asf como las actividades lipolfticas: NâsTîif S.A. y col. 
(1 .9 5 3 ay b); Law D.A. y col. (1.976) y proteolfticass Peterson 
A.C, y col. (1 .9 6 0); Kozlova L.A. (1.974)*de dichos microorganis— 
mes.
Cousin M.A, y col. (1.977 b),fabricaron quesos Cheddar 
con leche pasterizada inmediataraente antes de la fabricacidn del 
queso (l), almacenada una semana a 4,490 antes de pasterizar (il) 
e inoculada con Pseudomonas y Flavobacterium y almacenada una se­
mana a 4,4-C antes de pasterizar (III). Los contages de psicrdf^ 
los en II y III aumentaron de 5 x 10^/ral. a 2,5 x 10 /ml. durante 
el almacenamiento, asf como los valores de Nitrdgeno no protefco 
en II y III respecto de los de I, lo que indica que hubo un aumen 
to en la proteolisis de la leche. Dichos autores observaron tam— 
bidn que mientras que la microflora original de la leche dégrada 
preferentemente la yl casefna. Pseudomonas y Flavobacterium atacan 
la of y ^  casefna, mientras que las protefnas del suero, no fueron 
afectadas por dicha proteolisis. El tiempo de fabricacidn del
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queso en el caso III, fue menor, con lo que se obtuvo una cuajada 
mds firme, observandose en este caso, defectos de rancidez sdlo 
al cabo de un almacenamiento de 6 meses a 4,4*C. Law D.A. y col. 
(1 .9 7 9 ) en el queso Cheddar, no observan sin embargo variaciones 
en la produccidn y calidad del mismo,debido a la actividad proteô 
Iftica de las bacterias psicrdfilas présentés en la leche de fa—— 
bricacidn^que habfa sido almacenada durante 72 horas a 7,5®C.i-
Debenkelar, N.J. y col. (1.977), estudiando por cromato—  
graffa la degradacidn de las casefnas de la leche, observaron que 
ia actividad proteolftica de las capas psicrdfilas de Pseudomonas, 
Alcalfgenes, Micrococus y Lactobacillus, va decreoiendo de mayor 
a menor,en ese orden. En este caso tampocb sé vieron afectadas 
las protefnas del suero.
Desde hace bastante tiempo, se sabe que los microorganis— 
mos psicrdfilos, son incapaces de crecer a temperaturas algo supe 
riores a su dptimo de crecimiento y que temperaturas relativamen— 
te elevadas los destruyen O' al menos disminuyen fuerteraente su c^ 
pacidad de producir enzimas. Weckbach L.S. (1.975) y Weckbach L « 
S. y col. (1.977), estudlan el comportamiento de los microorganis— 
mos psicrdfilos sometidos a la accidn del calor. Leche cruda que 
contiens 10^, lO^'d 10^ Pseudomonas/ml., se calienta a 72-79®C, 
IS", 88 2c, 10” d 95®C menos do 5" y luégo se almacena a 72C duran 
te 1 4 dfas. Observaban, que cUando la leche contenfa 10 microor, 
ganismos/ml., dstos disminufan a lO/ml. inmediatamente despuds 
del tratamiento por el calor, aumentando posteriormente cuando se 
almacenaba a 7®C a 10^/ml., despuds do 7 dfas y 10^/ml. despuds 
de 14 dfas. La mayor temperatura con el menor tiempo de exposi—  
cidn en ella, era el mdtodo mds efectivo, para la destruccidn de 
dichos microorganismos psicrdfilos.
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Los Diecanlsmos del psicrofilismo no. se conocen por coraple 
to. Segum algunos autores como Jay J.M. (1.973), es probable que 
la capacidad de crecer a bajas temperaturas estd bajo control ge— 
ndtico y que las cepas o especies de psicrdfilos que corresponden 
a gdneros fundamentalmente mesdfilos, hayan sufrido algun proceso 
de mutacidn o seleccidn,determinado por las bajas temperaturas.
}n
3. MATERIALES T MET0D03.
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3.1. MATERIAL OBJETO M  EXPERIEHCIA. j
Los quesos utilizados en la reallzacidn de este trabajo, 
fueron elaborados a partir de 1.400 litres de leche de oveja de |
raza manchega, obtenida por ordedo mecdnico y enfrfada hasta j
su procesamiento entre 5®C y 89C. Su fabricacidn se llevd a ca— |
!
bo on una queserfa de la regidn Central de Madrid. i
I
A su llegada al laboratorio, se realizaron andlisis de mues^ i
tras homogdneas tomadas de esta leche, dando una acidez de 209D| |
grasa, 7%; extracto seco, 16,20%; rendimiento 20,9%. La leche I
habfa sido pasterizada en la fdbrica a una T de 729C durante 20 I
mn. i
Se fabricaron 80 quesos, con un peso total de 292,6 Kg,
El tiempo de cuajada fue de 15 mn. a una T de 31®C, cortdndose 
el grâno, hasta el tamaSo de una judfa. So utilizd cuajo "Mar­
shall” l/lOO.OOO de los laboratorios Miles Martin. Los quesos 
fueron prensados posteriormente durante dos horas y colocados en 
salmuera (20,50%) a temperatura de 13®C durante cuarenta y ocho 
horas, al cabo de las cuales se llevaron al secadero cuatro dfas 
a una temperatura de 139C y una humedad del 65%.
I Con los ochenta quesos frescos, se hicieron los siguientes 
lotei Î
' Loie n9 1. Quesos testigo.
I ;
! Se tomaron ocho quesos, que fueron madurados normalmente, 
en una sala con temperatura de 5®C — 19C y humedad relatlva 84%
efectudndose contrôles, el dfa do fabricacidn y a los 2, 15, 30,
45, 6o, 90 y 120 dfas.
I Lote n9 2» Desde la fdSrica donde se elaboraron los que—
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sos hasta el Institute del Frio, dstos fueron transportados en 
un camidn isotermo a temperatura del 109C - ISC, habiendo sido 
envasados individualmente en sacos de polietileno y embalados en 
cajas de cartdn rizado.
Una vez en el Institute, se procedio a la congelacidn de 
todos ellos en tiinel a —4OSC, realizdndose la toma de temperatu­
re en la parte mds interna de los quesos con termopares de cobre 
Constatan, conectados a un registrador Honeywell mod. Brown.
Posteriormente los quesos fueron trasladados a una cdma— 
ra de conservacidn con temperatura —209C y humedad 97%, donde se 
hicieron nueve lotes de seis quesos cada üno, mantenidndose en 
dicha cdmara durante 3 0, 60, 9 0, 1 2 0, 1 5 0, I8 0, 240, 300 y 360 
dfas respectivamente.
Despuds de los diferentes perfodos de conservacidn, los 
lotes de quesos fueron transportados al estado congelado hasta 
la fdbrica, donde se procedid a su descongelacidn gradual por un 
periodo de 48 horas, en cdmaras de maduracidn con temperatura de 
152c - 12C y H.R. de 84%.
Cada uno de los lotes fue posteriormente madurado en di 
chas cdmaras, tomdndose muestras para su andlisis a los 15, 30, 
45, 50, 90 y 120 dfas de maduracidn.
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3.2. CARACTERISTICAS TECN1CA3 DE LAS INSTALACI0NE3 FRIGORIFICAS
3.2.1. Idnel de congelacidn.
La congelacidn se efectud rdpidamente, en un tilnel de 4- 
m. X i,5 m. y 2,5 m# de altura con un volumen de 15 m3, y capaci 
dad de 500 Kg. Dicha cdmara de congelacidn estd aislada con po— 
liestireno exttufdo, con un espesor en la pared de entrada de 11 
pulgadas en 3 capas: 4 + 4 + 3» en la pared frontal de 10 pulga— 
das en 2 capas: S + 5 y 14 pulgadas en très capas de 5 + 5 + 4 .  
En el suelo, el aislamiento tiene un espesor de 12 pulgadas en 
très capas de 4 + 4 + 4 y en el techo de 13 pulgadas: 5 + 4 + 4 .  
Estd preparado para alcanzar temperaturas entre -309C y -509C.
La velocidad del aire es variable entre 3 m/seg. y 15 m/seg.
La instalacidn frigorifica es de expansidn directs con 
R—22 como flufdo frigorfgeno. El compresor es de doble salto 
con 6 cilindros (4 en baja y 2 en alta). La potencia frigorifi- 
ca es de 9.300 Kcal/h., evaporando a -609C y condensando a 4-35®C 
El condensador enfrfado por agua tiene 6,8 m2, de superficie, 
mientras que la superficie del evaporador es de 9 2 ,6  m2.
3.2.2. Cdmara de conservacidn.
La cdmara donde se conservaron los quesos, tiene unas di 
mensiones de 4 m. x 2 m. y 3 ra. de altura con un volumen de 24 
m3, y  capacidad variable. Estd aislada con poliuretano, de esp^
sor en la pared de entrada: 7 pulgadas en 2 capas de 4 + 3} en
la pared frontal: 9 pulgadas en 2 capas de 5 + 4 y en las pare—  
des latérales; 7 pulgadas en 2 capas de 4 + 3 y  5 pulgadas en 2
capas de 3 + 2. En el suelo el espesor del aislamiento es de 8
pulgadas en 2 capas de 4 + 4 y en el techo de 9 pulgadas en 2 c^ 
pas de 4 + 5. Las temperaturas que se pueden alcanzar son de
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—209C a -309C y la II,R. es de 95-100%* La circulacldn del aire 
es natural o forzada con un coeficiente de recirculacidn varia­
ble entre 10 y 3 0.
La transmisidn es indirects por medio de etilenglicol 
que actda de fluido frigorfgeno, el cual a su vez es enfrfado 
por Fredn 22. Dicha cdmara da servicio a otras 3 cdmaras de con 
servacidn, siendo por tanto el compresor de doble salto, de 4 ci, 
lindros con 3 en baja y 1 en alta. La potencia frigorfficd es 
de 9.240 Kcal/h., evaporando a -47®C y condensando a +35* La su 
perfide del condensador es de 9 m2., la de los serpentines es 
de 21,4 m2, y el ventilador para la circulacidn forzada del aire 
tiene 30,5 m2.
3.3. TOMA DE MUESTRAS.
Los quesos eran trasladados desde la cdmara de maduracidn 
hasta el laboratorio en un contenedor isotermo y allf se procedi 
a a la toma de muestras segdn la Norma FIL IDF 50 1.969. Con 
ayuda de un cuchillo de acero inoxidable de punta fina y previa— 
mente flameado, se tomaba de la parte central de cada queso un 
trozo del mismo, de peso aproxiraado 50 g. que se introducfa en 
el interior de una plaça de Pétri estdril. A partir de esta 
muestra se procederfa a realizar todos los andlisis bacterioldgi 
COS. Asfmismo de cada queso se separaba una parte destinada a 
la realizacidn de las pruebas bioqufmicas y otra parte destinada 
a la determinacidn de la dureza por medio de la cdlula de Kramer.
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3.4. TECNICA5 DE CONTROL DE CALIDAD.
Las pruebas de control tanto bacterioldgxco como fisioquf— 
mico, se realizaron en todos los lotes de quesos fabricados a 
partir de una dnica cuba de leche inicial, asf como en la cuaja— 
da recidn salida de la prensa y despuds de cuarenta y ocho horas 
de saladero«
3.4.1. Control hacterioldeico.
Todos los andlisis bacterioldgicos, se realizaron bajo 
condiciones de esterilidad en una cabina de flujo laminar modelo 
TEL3TAR tipo All-10.
De cada una de las muestras, de peso aproximado 50 g,, 
tomadas en las condiciones anteriormente descritas, se recogfan 
asdpticamente alrededor de 20 g. y se homogeneizaban con 130 ml. 
de solucidn Ringer estdril dilufda al cuarto, en. un vaso de bat^ 
dora Omni—Mixer (mod. Sorvall) durante 3 mn. a velocidad 5 del 
aparato. De esta mezcla inicial, que représenta la dilucidn al 
10% , se tomaba con pipeta estdril 1 ml., el cual era llevado a 
un tubo de ensayo con 9 ml. de solucidn Ringer estdril, mezcldn- 
dose bien con ayuda de un agitatubos de la marca "Cenco". La 
nueva dilucidn asf formada es al 1%. La pipeta se lavaha poste—  
riormente, pasdndola 2 veces por alcohol y 3 veces por agua des— 
tilada hervida, Con ella se tomaba 1 ml. de la dilucidn al 1%. 
para llevarlo a otro tubo con 9 ml. de solucidn Ringer y formar 
asf la 'dilucidn al 0,l%De nuevo se realizabdn las operaciones de 
lavado, y asf sucesivamente se iban creando las diluciones al 
0,01%, 0,001%, etc.
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Una vez forraadas todas las diluciones, se tomaba de cada 
una de ellas con pipeta estdril y siempre de la mds dilufda a la 
mds concentrada, 1 ml. para depositarlo en una plaça de Petri, cu 
ya tapa se entreabrfa ligeramente cerca de la llama. Esta opera— 
cidn se realizaba por duplicado para obtener dos plaças sembradas 
por dilucidn, utilizdndose la misma pipeta para todos los tubos*
Posteriormente se vertfan en cada plaça, aproximadamente 
15 ml. de cada uno de los medios sélectives de agar enfrfados en­
tre 409C y 50®C. Estos medios de cultivo en plaça para la enume— 
racidn de gdrmenes viables serdn detallados mds adelante, asf cO— 
mo la tdcnica utilizada para la deteccidn en tubos de gdrmenes co 
lif ormes..
3,4.1.1. Enumeracidn de gdrmenes viables.
El medio de cultivo utilizado es el descrito por la Nor­
ma FIL—IDF 1 ,9 5 8 para el recuento de gdrmenes en leche liquida y 
leche en polvo. Se escogid este mdtodo, porque ha sido el que ha 
dado majores resultados, debido al tamado de las colonias y la 
transparencia del medio. Consta de 5 g» de triptonaj 2,5 g. de 
extracto de levadura; 1 g. de dextrosa; 10 ml. de leche descrema­
da y 1.000 ml. de agua destilada; Dlcho medio se repartfa en bo- 
tellas y se esterilizaba a 1219C durante 15 mn., guarddndose has­
ta el moments de su utilizacldn a temperatura ambiante.
El tiempo de incubacidn para las plaças con este medio 
fue de 72 horas a una temperatura de 30*C. Todas las plaças fue­
ron incubadas en estufa Memmert mod. Edesthal Rost frei. No se 
consideraban mds que las plaças, cuyo numéro de colonias estaba 
comprendido entre 30 y 3OO.
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3.4.1.2. Enumeracidn de gdrmenes con funcidn lipolftica.
De todos los medios de agar estudiados para la deteccidn 
de microorganismos lipoliticos, el que did mejores resultados fue 
el Agar Tributirina propuesto por Anderson (1.934). La adicidn 
de glicerin—tributirina al medio, en concentracidn de 1% facilita 
la localizacidn de colonias lipolfticas, por la aparicidn de un 
hàlo claro, que corresponde a la hidrdlisis de la tributirina por 
dichos microorganismos,
El medio de cultivo, compuesto de 5 g. de peptona; 3 g. 
de extracto de levadura; 12 g. de agar y 1.000 ml. de agua desti­
lada, se repartfa en tubos a razdn de 15 ml. en cada uno, antes 
de procéder a la esterilizacidn a 1212C durante 15 mn. Después 
se afîadfà en cada tubo con pipeta estdril, la glicerin-tributiri­
na en la concentracidn arriba sedalada, mezcldndose füertemente 
en agitatubos hasta que la solucidn quedaba turbia. El medio en— 
friado a 45®C, se vertfa en las plaças previamente inoculadas con 
i ml. de la dilucidn correspondiente.
Despuds de una incubacidn de 72 horas a 309C se hacfa 
el recuento de gdrmenes lipolfticos, considerdndose solamente las 
plaças en que el numéro de colonias estaba comprendido entre 30 y 
300.
3.4*1.3. Enumeracidn de lactobacilos.
El medio de cultivo utilizado para el crecimiento selec 
tivo de lactobacilos fue el Agar segûn Rogosa M. y col. (1.951). 
Dicho agar, consta de 10 g. de peptona de casefna; 5 g- de extraie 
to de levadura; 20,0 g. de D-glucosa; 6 g. de dihidrogenofosfato 
potdsico; 20 g. de cltrato amdnico; 1 g, de monooleato de polioxjL 
etilensorbiteno; 15 g* de acetato sddico; 0,575 g* de suifato mag
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ndsico, 15 g. de Agar y 1,000 ml, de agua destilada. Este medio 
de cultivo se consider# el apropiado, debido a que contiene todos 
los nutrientes especificos requeridos para el dptimo crecimiento 
de los lactobacilos, como son, alta concentracidn en acetato, man 
ganeso y hierro, asf como un bajo valor de pll que suprime notable^ 
mente el crecimiento de la flora acompaMante, Por otro lado, la 
forma de realizar las siembras dejando el indculo entre dos capas 
de medio, proporciona un ambiente pobre en oxfgeno que facilita 
el crecimiento de los lactobacilos, gdrmenes anaerobios faculta­
tives y dificulta el de los gdrmenes aerobios que pudieran desa—— 
rrollarse. Este medio no se esterilizaba, siendo dnicamente her— 
vido durante 2 d 3 mn. en agitacidn continua.
Una vez sembrado el indculo sobre una capa de unos 10 
ml. de medio en cultivo enfrfado y solidiflcado, se vertfa otra 
cantidad aproximadamente igual encima con el fin de crear una 
cierta atmdsfera de anaerobiosis para los gdrmenes. Despuds del 
enfriamiento de las plaças, dstas eran invertidas para su incuba— 
cidn que se realizaba durante 4 dfas a 30®C, Solamente se tenfan 
en cuenta las plaças cuyo numéro de colonias se comprendfa entre 
30 y 300.
3.4.1.4. Enumeracidn de gdrmenes con funcidn proteolftica.
Para hacer el recuento de gdrmenes proteolfticos se ut^ 
lizd el medio SfCA (Standard Methods Caseinate Agar) propuesto 
por Hartley F,G. y col. (1,970), Dicho medio posee una ventaja 
respecto de los mdtodos tradicionales standard (SHA: Standard Me­
thods Agar) adicionados de un 10% de leche descremada estdril; en 
estos illtimos donde tambidn se puede hacer recuento de los gdrme— 
nés totales, el reconocimiento de las bacterias proteolfticas se 
realiza por adicidn despuds de la Incubacidn de las plaças, de
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una protefna précipitante (cloruro mercurico dcido) que produce 
una zona de aclaramiento alrededor solamente de las colonias pro­
teolf ticas. Cuando se utilize el medio SMCA, es decir, SMA + ca­
sein. sddico, la incubacidn de las plaças durante 48 h. a 30SC, 
proporcionaba halos de precipitacidn dnlcamente alrededor de las 
colonias proteolfticas y dstas serdn por tanto fdcilmente recono- 
cibles. La composicidn del medio es la siguiente: SMA (digerido 
pancredtieo de casefna: 5,0 g.j extracto de levadura: 2,5 g.j glu 
cosa: 1,0 g.j agar: 15,0 g.), caseinato sddico 10,0 g.j citrato 
trisddico hidratado 4,41 g.jTT.OOO ml. de agua destilada, Una 
vez <pie el medio era esterilizado en autoclave a 1219C durante 15  
mn., se le adadfan 20 ml, de una solucidn estdril 1 M de cloru 
ro cdlcico hexahidratado, agitdndose fuertemente, El medio de 
cultivo asf preparado se vertfa en plaças de Petri estdriles que 
una vez solidificadas se incubaban en posicidn invertida, durante 
43 h. a 309C. Despuds de esta incubacidn las plaças eran sembra­
das con 1 ml, del indculo que se extendfa sobre la superficie del 
agar con ayuda de un asa de siembra estdril. Las plaças volvfan 
a ser incubadas y pasadas otras 48 h. a 309C, se contaban como co^  
lonias proteolfticas aquellas alrededor de las cuales, aparecfa 
una zona de aclaramiento o un halo de proteolisis.
3.4.1.5* Enumeracidn de gdrmenes coliformes.
Para el recuento de gdrmenes coliformes, se siguid la 
tdcnica descri ta por la Norma FIL IDF 73.3^.974. Dicha Norma reco_ 
mienda la utilizacidn del caldo lactoso, con bilis al 2% y verde 
brillante, debido a que la posesidn de sales biliares inhibe el 
crecimiento de los microorganismos Gram positives, creando asf un 
medio adecuado para el desarrollo de los gdrmenes Escherichia y 
Aerobacter. Dicho medio era repartido en tubos provistos de cam^
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pana Durham a razdn de 10 ml. por tubo, esterllizilndose posterior 
mente en autoclave, durante 15 mm a 121@C,
La muestra era preparada de modo dlstinto a como se ha— 
c:£a para los dem^s recuentos bacterloldglcos. Se tomaban aproxi— 
madamente 5 g* de queso en condiciones estériles y se llevaban a 
45 ml. de una solucién estëril de citrato sddico al 5%f homogenei 
z4ndose durante 3 mn. a velocidad 5 del aparatô. De esta dllu—  ’ 
cidn al 10%, se tomaban 10 ml. con pipeta, llevdndose a un frisco 
con 90 ml. de solucldn Ringer. Se preparaba asX la diluclén al 13 
De aqui se pasaban de nuevo 10 mlw a otro frasco con 90 ml. de so 
lucldn Ringer, obteniéndose as£ la dilucidn 0ÿJL% y as£ sucesiva—  
mente. En cada fase se utilizaba una nueva pipeta estëril. A 
continuacidn se tomaba de la dilucî6n mayor a la menor,1 ml. de 
cada tubo, llevdndose a tubos conteniendo 10 ml. de caldo de cul­
tive estéril. Se sembraban 3 tubos por dilucidn para obtener por 
triplicado 0,1 g. de muestra; 0,01 g.; 0^001 g, y^  as£ sucesivamen 
te. Después de una incubacidn de 48 h. a 30@C se tomaba muestra 
con asa de sierabra estëril,de los tubos que mostraban creciraiento 
independientemente de la produccién o no de gasj para llevarla à 
nuevos tubos con 10 ml. de medio. Esta resiembra se manten£a nue 
vamente en estufa, durante 48 h. a 30@C, consider^ndose positive 
ûnicamente, los tubos con aparicidn de gas. El calcule del numé­
ro de conformes por gramo de muestra se hac£a mediante las ta­
blas del numéro m4s probable (NMP).
3.4.2. Control bioqu£mico.
3.4.2.1. Determinacidn del pH.
Se tomaban 10 g. de queso homogeneizindose con 100ml,
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de H^O destllada. La mezcla se calentaba y despûës de flltrar se 
recogfan 50 ml. midi^ndose el pH en un pH- métro Radiometer 
22 con 2 electrodos, uno de vidrio y otro de calomelanos.
3 .4.2.2. Determinaci5n de acidez.
Se sigui6 el método de la AOAC (I.96O) modificado.
Del filtrado preparado para la determinacidn del pH se 
tomaban 50 ml., a los que se afladla fenolftaleina al 2% como indi 
cador. La valoracitSn se hacia con hidr6xido s<5dico 0,1 N y la 
acidez se expresaba en £cido l£ctico, teniendo en cuenta que 1 ml 
de hidr^xido s<5dico 0,1 N corresponde a 0,009 g. de dcido l5ctico.
3.4*2.j. Déterminaci(5n de la humedad.
Se sigui6 la Norma FIL IDF 4 1 ,9 5 8.
Se pesaban 20 g, de arena en câpsula de. niquel o alumi— 
nio, sec4ndose la cipsula con arena y el agitador en estufa a 10 5- 
C hasta peso constante. A continuacidn se enfriaba en desecador 
y se pesaba. Se colocaban ripidamente 3 g. de la muestra, anotAtî 
dose el peso exacto y triturando cuidadosamente la masa del queso 
en la arena con ayuda del agitador. A continuacidn se introducia 
en estufa a IO52C haci^ndose pesadas intermedias hasta conseguir 
un peso constante.
3.4 .2.4* Determinacidn de lactosa.
Se siguid la Norma FIL—IDF-43 L.9 6 7.
Se tomaban 10 g. de queso, homogeneizAndose en 400 ml, 
de agua destilada caliente (6 0 — 709C) durante 2 mn pasando el
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contenido a un matraz aforado de 500 ml*
Se afladfan 5 ml* de una solucldn de suifato de clnc 
hèntahidrato al 30%, mezclàndo suavemente y anadiendo a confci— - 
nuacién 5 ml, de una solucldn de ferroclanurp pot^sico fcrihldra- 
te cristalizado al 15% •
Después de enfriado el contenido del matraz se compléta^ 
ba hasta el aforo y una vez cerrado se mezclaba.
A continuacidn se filtraba y se tomaban con una pipeta,
25 ml. de una solucidn de suif ato de cobre pentahldj^ato al 7% y
25 ml. de una soluci&n de tartrato alcalino preparada como se es—
pecifica mds adelante, llev4ndolo todo a un vaso de precipitadô 
de 400 ml. La muestra se calentaba hasta ebulllcidn, adadiendo a 
continuacidn 100 ml. del filtrado de la muestra. El calentamien— 
to se detenia 6 mn. despuës de recomenzada la ebullicidn.
Todo el contenido del vaso, se trasvasaba con ayuda de 
chorros de agua caliente a un crisol filtrante preparado como se 
detalla més adelante, realizindose una aspiracidn media. El fil— 
trado es de color azul.
Una vez enjuagado el crisol, se secaba a lOJ^C - 2@C du 
rante 30 mn. y se pesaba.
Para el ensayo en blanco se sustituirdn 10 g. de queso 
por 10 ml. de agua destilada.
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Solucidn'de tartrato alcalino: Disolver 350 g. de tar
trato de sodio— potasio tetrahidrato y 100 g, de Hidr^xido sd- 
dico en agua destilada completamdn hasta 1.000 ml. Des—
puds de un reposo de dos djtas en frasco tapado se filtra,
Prepàracidn del crisol filtrante: Se lavaba el crisol
con dcido nltrico diluido al 15—20% en peso, enjuagdndolo des--
puds con agua caliente y 10 ml. de alcohol etilico al 96%. Se 
secaba el cris< 
ado se pesaba.
sol a 1039C — 29C durante 30 mn, y despuds de enfr^
Para el cdlculo de resultados se corregfa,masa de dxi— 
do cuproso encontrado en el andlisis de la muestra,restdndole el 
resültado del ensayo en blanco. Se buscaba mediante las tablas 
dadas en la Norma FIL—IDF-43 1.967, la cantidad de lactosa anhi— 
drida o hidratada correspondiente a la masa corregida de dxido 
cuproso y se encontraba el contenido en lactosa anhidrida o hi—  
dratada en % de la muestra mediante la fdrmula:
50.000 X A X 0,99 
V x D
donde:
A = masa de lactosa encontrada en la tabla, expresada 
en gramos.
B =» masa en gramos de la muestra de ensayo,
V = volumen del filtrado utilizado expresado en ml,
0 ,9 9 = factor de correccidn para compenser el error de vja
lumen que résulta de la presencia de materia grasa
y proteina de la muestra,
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3.4.2.5. Determlnacidn de nitrdgeno total.
Se slgul6 la t^cnica de Ferrer Fnlcdn L, (1,9 57).
Se pensaban aproxlmadamente 2 g, de queso sobre papel 
de flltro y se introducfan en matraz Kjeldahl. Se afladlan 20 ml 
de 4cido sulfdrlco, 5 g* de suifato potdslco y 1 g, de suifato 
de cobre deshidratado en estufa, como catalizadoresé Despuds de 
agitar para evitar la carbonizacldn, se disponia a fuego lento 5 
mn. y luego a fuego vivo hasta el viraje a color verde, . Se deja- 
ba enfriar y se pasaba a destilar,
3.4.2.6. Determinacidn de nitrdgeno soluble en clorUro sddico aï 
5%.
Se siguid la tdcnica de DyerW.J. y col. (1,9 50)
Se pesaban aproximadamente 3 g. de queço, depositdndose 
en un vaso de batidora enfriado entre 0@C y 29C. A continuacidn, 
se adadia conservando la relacidn l/lO — l/20 una cantidad corres^ 
pondiente (aproximadamente 60 ml.) de solucidn salina, previamen— 
te enfriada y se homogeneizaba 1^ mn. a velocidad 5 del aparato.
Se repartia todo el homogeneizado, en 2 tubos que se 
centrifugaban 30 mn. a 3.000 r.p.m. Del sobrenadante, que se re- 
cuperaba en matraz enfriado, se tomaban 30 ml. con pipeta, anotaft 
do el peso exacto, pasdndose a un matraz Kjeldahl para comenzar 
dicho mdtodo.
3.4.2.7. Dètbrminacidn de caseinas por medio de electroforesis
en acetato de celulosa.
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3.4.2.7.1. Equlpo instrumental,
Para realizar la electroforesis, se utiliza una Cube 
ta Microzona Beckman Mod. R—100 con dos cimaras para el Buffer, 
separadas o aisladas una de otra durante el proceso electroforë- 
ticof pero comunicadas al quitar el puente automiticamente, por 
un sif6n regulador de nivel, el cual asegura contra un posible 
corto circuito. La corriente entra por dos bornes que.atçavie—  
san el cuerpo de la cubeta hasta un par de electrodos de platino
La capacidad total de las dos c4maras es de 2 65 ml. 
a 285 ml. de la solucidn Buffer.
La aplicacidn de las muestras se realizaba con un 
apiicador de muestras Microzona de Beckman, el cual recoge por 
acci&n capilar entre las finas laminillas paralelas del vistago 
0 , 2 5  ml. de la muestra.
Las membranas de acetato de celulosa utilizadas eran 
de la marca Sartorius Membranfliter,
La fuente de alimentacidn utilizada fue Beckman Duos 
tat. Mod, RD-2 con un voltaje de 110 V y una intensidad de co—  
rriente de 4 mA,
Las bandas fueron medidas por densitometrfa con un 
aparato Chromoscan MK—II (Joyce, Lobl and Co. Ltd, Gateshead),
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3.4.2,7.2, Mëtodo.
Para la preparacldn de la muestra se siguid el mdto-
do de Pierre y col, (1.970)»aunque la cantidad de muestra fue
adaptada al caso particular de este queso,segûn Ramos M. y col. 
(1 .9 7 6 ). Se raspaban 3,6 g. del interior de la muestra, homoge- 
neizdndose con 30 ml. de agua destilada en un Orani-Mixer durante 
2 mn. a velocidad 5. Despuds de eliminar la grasa sobrenadante, 
el pH se llevaba a 4,6,centrifugdndose a continuacidn a 3.000 r. 
p.m. durante 5 mn. El residue era dispersado en S ml. de urea 
7 M. El pH se llevaba a 7 y despuds de afladir 20 ml. de tetra—  
cloruro de carbone para extraer todos los restos de grasa, se 
agitaba en centrifuge a 3.000 r.p.m. durante 5 mn. Las caseinas 
asi dispersas en la urea, estaban ya dispuestas para su aplica—  
cidn en la membrana.
La composicidn del buffer de la cubeta es 1,84 g. de 
dcido dietilbarbitdricoj 1 0 ,3 0  g, de dietilbarbiturato sddico;
1,000 ml. de agua destilada. La fuerza idnica es de 0,05.
La tira de acetato de celulosa, sobre la que se iba
a realizar la aplicacidn posteriormente,habia de estar sumergida 
en el buffer mds urea 5 M, un minime de media hora, antes de me­
ter la en la cubeta. Pasado este tiempo se introducia entre dos 
secantes para quitar el exceso de buffer y se colocaba la mues—  
tra con el aplicador. La fuente de allmentacidn era conectada a 
la cubeta y ajustado el voltaje y la intensidad de corriente, 
manteniëndose durante dos horas y media.
Para la tincidn y fijacidn de las tiras, se utiliza­
ba neg^o amido 10 B, sumergiéndolas en el colorante de 7 a 10 mn 
Despu6s se hacian 3 lavados sucesivos de 10 mn con 4cido acdtico
-87-
al 5% y se agitaba la membrana en una solucidn deshidratadora de 
alcohol etilico (99,5%) durante 1 mn, Se colocaba la membrana 
sobre la plaça de vidrio y se pasaba el limpiador, introduciëndo 
se de 3 a 5 mn. en la solucidn transparentadora de ciclohexanona 
y etanol en un porcentaje 22/78 respectivamente, Después de de- 
jarla escurrir, se secaba a 80@C, colocindola posterlormente en 
agua tibia unos minutes para despegarla de la plaça de vidrio y 
una vez seca se introducia en una funda de plistico para su con- 
servaci&n y posterior densitometria.
Las y y* caseinas de oveja,utilizadas como patrones 
para la identifieacidn de las bandas y sometidas alas mismas con 
diciones de electroforesis que las muestras a analizar, fueron
cedidas amablemente por la doctora Mercedes Ramos quien consi---
guid aislarlas por electroforesis en Gel de poliacrilamida con 
dodecil suifato sddico, en un trabajo presentado como comunica—  
cidn al 75 Aniversario de la Real Sociedad EspafSola de Fislca y 
Quimica (1.978).
3*4*2.8. Extracidn de la grasa.
Se pesaban aproximadamente 30 g. del producto, en un 
cartucho, taponado con algoddn hidrdfilo, mezcldndolos con dter 
etilico-dter de petrdleo al 50%. El cartucho se introducia en 
el cuerpo intermedio del Soxhlet, manteniëndolo una media de 6 
horas, sin que la temperatura del baflo pudiera superar nunca los 
50@C. Una vez arrastrada toda la grasa, se recuperaba el éter 
en un rotavapor.
3.4.2,9. Determinacidn de icidos grasos libres.
Se empled el mdtodo de MehlenbacherV y col. (1.955)*
"•08-*
Se tomaban aproximadamente 7 gramos de grasa, a 
los que se afiadian 75 ml. de alcohol etilico y unas gotas de fe- 
nolftaleina, valorando la mezcla con hldrdxldo sddico 0,25 N*
Los resultados que se dan en porcentaje de icido olei 
cofson obtenldos mediante la fdrmula.
ml de ilcali x N x 28.2 
Peso grasa
3.4.2,10, Determinacidn de la actividad de agua.
La forma m4s corriente de expresar la disponibilidad 
de agua para el crecimiento microbiano y el desarrollo bioquimi— 
co es la denominada "actividad de agua" (aw), que es una medlda 
de la presi6n parcial que ejerce el agua en el alimento.e indica 
su grado de retencidn.
La actividad de agua se define como;
aw = % H.R.E» =» P
100 Po
donde; aw 7 actividad de agua 
% H.R.E. =■ humedad relative en el equilibrio
P = presién de vapor que ejerce el agua en el 
alimente a la temperatura de equilibrio 
del sistema.
Po ™ presi&n de vapor del agua pura a esa tem­
perature de equilibrio.
Para la determinaci&n de la actividad de agua êeuti-
-89-
liz<5 el m^todo de ICvaale 0, y col, (1,963).
Se preparaba una serie de soluclones saturadas de diver­
ses sales, disolviëndolas en agua destilada a 402C, Dichas solu 
clones eras las siguientes:
Sulfato de zinc fieptahlifrato (ZnSO , 7H O) 90,5%
1 2
Citrato sddico -pentahidrato (Na^C^H^O^, 511^0)91, 5%
Cloruro b5rico dihidrato (BaCl^.lH^O) 92,5%
Tartrato sddico dihidrato.(Na^C^H^O^.ËH^O) 94,5%
Nitrato potdsico (KNO^) 9 5,0%
Bromato sddico (NaBrO^) 9 5,5%
Sulfato sddico decahidrato (Na^SO^.lOH^O) 97,5%
Nitrato de plomo (Pb(NO^)^) 93,5%
Fosfato disddico dodecahidrato (Na^HPO^. 12;i^(^99,0%
Los valores a la derecha de las soluciones, representan 
las humedades relatives de equilibrio (H.R.E.) de los papeles 
test (test papers).
Se cortaban a continuacidn tiras de papel de filtro que 
se impregnaban en dichas soluciones, dejdndolas luego secar a 
temperatura constante de 209C, en el interior de plaças de Petri 
que se mantenian en un desecador,
10 g, de muestra se colocaban en frascos con tapdn de 
corcho introducidndosc en cada uno, las tiras de papel imprégna— 
das de las sales y cerrAndose herméticamente. La operaci5n se 
realizaba por duplicado. Pasadas 24 h. a temperatura de 209C, 
se observaba la humedad de las tiras, estableciëndose el valor 
de H.R.E, en aquella solucidn, por encima de la cual todas las
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tlras estaban ya secas.
Dicho procedimiento que los autores han comparado 
con el mëtodo de interpolacidn grifica, ofrece resultados bastan 
te reproducibles para valores de H.R.E. por encima de 90,5%, aün 
dentro de los mdrgenes de error que se aceptan en todos estos më 
todos cuando se trabaja con valores muy altos de aw. Por otro 
lado, la simplicidad del mëtodo y el hecho de que no presuponga 
una destruccidn de las muestras, supone una serie de ventajas 
que favorecen su eleccidn.
3.4.2.11i Deteccidn de elementos raetdlicos por espectrofotome—  
tria de absorcidn atdmica.
La determinacidn de elementos metdlicos se realizd 
tanto en la leche de partida como en el suero,segun Judrez M. y 
col. (1 .9 7 9 ), asi como en la cuajada prensada, salada, con 15 y 
30 disA de maduracidn directs, con el fin de obtener una idea 
del contenido en elementos mayoritarios (Na,K,Ca y Mg) y algunos 
de los oligoelementos (Fe, Cu, Zn y Mn) en dichos productos.
El contenido en rauchos de estos elementos puede aumen 
tar durante el proceso de fabricacidn y conservacidn de produc—  
tes Idcteos, por una simple contamlnacidn con el material utili­
zado, lo que podria causar alteraciones en la calidad de conser— 
vacidn.
3.4 .2 .1 1 .1 . Equipo instrumental,
Se usd un cspectofotdmetro de absorcidn atdmica Beck­
man, modelo 1248, provisto de compensador de deuterio, integra—  
dor y memoria con lectura analdgica, mechero Autolam Burner XI y 
un registrador potenciomdtrico Honston de 100 ml. Los pardme-—
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tros de operacidn en el espectrofotdmetro se expresan en la Ta­
bla n9 I
3.4.2.11,2 Preparacldn de las muestras.
Para la reallzacidn de la tdcnlca, se partid de una 
serie de disoluciones comerciales Merck (tritisol), conteniendo
1.000^/ml de cada uno de los elementos a analizar, a partir de 
las cuales se prepararon por dilucidn, dos grupos de disolucio—  
nes patrdn para la realizacidn de las curvas de calibrado. La 
contposicidn de las disoluciones patron queda reflejada en las T^ 
bias n9 II y T/LX
Cada disolucidn patrdn contenia, ademds 1,2% de dci- 
do hidroacdtico y 500 ppm de tricloruro de lantano, y.se prepare 
ron en NO^H IN,
3,4.2,11,3. Mdtodo.
Para el andlisis del Na, I(, Ca y Mg en leche, se si—  
guid el procedimiento de Brooks 1.3, y col, (1,970), en el cual 
las proteirtas de la muestra(5 ml) se separan por adicidn de aci— 
do tricloroacdtico al 24% (50 ml,) y agua desionizada hasta un 
volumen de 100 ml, determindndose los metales en el suero dcido 
obtenido, fue de l/lO en el caso del Ca y Mg y 1/20 en el caso 
del K y Na, Para analizar el Ca se afladièron 50(^g/ml de una d^ 
solucidn de tricloruro de lantano al 5% preparada a partir de 
dxido de lantano (5,56 g.), 5 ml, de agua, 2 5 ml. de HCl concen- 
trado y agua hasta un volumen de 100 ml, El lantano tiene como 
finalidad la de acomplejar los iones interferentes.
Para el andlisis de Fe, Cu, Zn y Mn se siguid la têc^ 
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COHPOSICION PE LAS DISOLUCIONES PATRON PARA EL ANALI3IS PE LOS 
ELEMENTOS Fe. Cu. Zr\, v Mn.
CONTENIDO EN mg/l
Solucidn Fe Cu Zn Mn
A 1,0 0,1 1,0 , 0,1
D 2,0 0,2 1,2 0,2
C 3,0 0,3 1,5 0,3
D 4,0 0,4 2,0 0,4
S 5,0 0,5 2,5 0,5
Estas disoluciones se prepararon en NO^ Îl IN
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TABLA III
60MP0SICI0N DE LAS DISOLUCIONES PATRON PARA EL ANALI5I3 DE LOS
ELEMENTOS Na, K, Ca % Mg.
CONTENIDO EN mg/l 
Solucidn Na K Ca Mg
1 0,6 2,0 2,0 0,2
2 0,9 3,0 3,0 0,3
3 1,2 4,0 4,0 0,4.
4 1,5 5,0 5,0 0,5
5 2,1 7,0 7,0 0,7
6 3,0 10,0 10,0 1,0
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de ClNa y Cl^Ca para la determlnacidn de Mn, Se incineraron 100 
ml. de leche. Las cenlzas eran disueltas en 2 ml. de NO^H con—  
centrado y la solucidn se evapord a sequedad sobre una plaça ca— 
lienté. El residuo se disolvid calentando en NO^H IN y se pasd 
cuantitativamente a un tubo de centrifuga de 10 ml. con tapdn. 
Despuds de mezclado se centrifugd 10 mn a 1,800 r.p.m. para la 
separacidn de posibles particules de silice. La medicidn de Fe, 
Cu y Mn se hizo en el liquide sobrenadante. Para determiner Zn 
se realizaron diluciones postcriores (l/5 - l/lO),
Para realizar el andlisis de elementos metdlicos en 
las muestras de queso, se disolvian las cenizas de 5 gramos de 
queso, en 2 ml. de NO^H concentrado, evaporando la solucidn so­
bre placé caliente. El residuo se disolvia en NO^H IN haciendo 
diluciones l/lO para determiner Fe y Mn, l/SO para determiner Cu 
y 1 /2 5 0  para determinar Zn. Para determiner Na, K y Hg se ha—  
cian diluciones en agua del orden 1/2.000, afladiendo posterior—  
mente tricloruro de lantano en la proporcidn de 500 ppm.
3.4.2.12. Determinacidn de dureza.
Como medida de la dureza y consistencia del queso, se 
utilizd la cdlula de îCramer (Kramer Shear cell.), desarrollado 
por Kramer A. y col. (1.9 51). Dicha cdlula es hoy dia muy usada 
para el control de calidad de todos los productos alimenticios.
La respuesta mecdnica del producto al ser sometido al 
ensayo con la cdlula de ICramer, se consideraba inicialmente como 
la resistencia al corte. Posteriorraente algunos autores como 
Szczesniak A.A. y col, (1.Ç63), han demostrado que dicha respue^ 
ta se debe inicialmente a la compresidn, posterlormente al corte 
y por dltimo a la extrusidn,•siendo por tanto dificil obtener
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concluslones claras de la influencla de cada uno de los componen 
tes estructurales del producto. En queso se ha demostrado no 
obstante que la cdlula de ICramer, da unos valores très o cuatro 
veces superlores a cualquier otro mdtodo de penetrometria, corn—  
presldn o clzallamlento, sobre el ralsmo producto y probeta, sien 
do por tanto estos resultados mds slgnlflcatlvos| Goicoechea y 
col. (1.979).
3.4.2.12.1 Equlpo Instrumental,
Para este trabajo, la cdlula de Kramer se adaptd a 
un Instron Food Testing Instrument mod. 1140j con los pardmetros 
de medida definidos en la tabla siguientet
— Velocidad de deforraacidn 50 mm/mn
— Velocidad de la carta del registrador 50 mm/mn
— Cabezal de medida utilizado para me—
dir la fuerza , 500 ICg
— Range 0-100 Kg
3.4.2.12.2 Mdtodo.
La determinacidn se realizaba despuds de haber mante_
nido la muestra veinticuatro horas a 09C o bien cuarenta y ocho
horas a 09C, si el producto habla sido congelado.
Los ensayos se efectuaban sobre una probeta cillndri
ca de queso de 45 mm. de didmetro y 25 mm. de altura, con un pe- 
4.
so medio de 49 — 1 g., haciendo en cada uno,un minime de cuatro 
determinaciones. La variable a medir es la F max.; Kg/gramo del 
producto.
4. RESULTADOS Y CGMENTARIOS
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4.1. TRATiUlIENTO ESTADI5TIC0 DE LOS RESULTADOS.
Para la interpretacidn de resultados se ha efectuado un 
andllsls de varianza, mediante una prueba F con un nivel de sig— 
nificacidn al 95%.
Para ello se ha partido de un planteamiento matemdtico que 
supone la influencia en cada una de las variables estudiadas, de 
dos factores: la congelacidn y conservacidn a -209C, efectuada 
sobre los lotes de quesos,y la maduracidn a que posterlormente 
se someten los misrnos.
De cada uno de dichos Factores, se obtienen una serie de 
variantes: el factor congelacidn y conservacidn^ présenta nueve 
diferentes tiempos en dicha conservacidn (30, 60, 9 0, 120, 150, 
130, 240, 300, y 360 d£as), ademds del testigo que no se ha con- 
servado (T)j el factor maduracidn présenta seis tiempos de dicho 
proceso en los cuales se practican contrôles (15, 3 0, 45, 60, 90  
y 120 dias), ademds del control efectuado en el tiempo cero de 
Biaduracidn (M-0). Dichas variantes serân consideradas diferen-— 
tes niveles, dentro de cada factor.
En el primer nivel de raaduracidn (M—O) de todas las tablas 
que expresan los resultados de este trabajo, se encuentran en la 
primera casilla de la izquierda, los valores hallados para cada 
una de las variables en los lotes antes de congelar y en el res- 
to de las casillas los valores para los lotes reciën descongela- 
dos.
Para el anilisis de los dates se ha supuesto un modelo ted 
rico expresado por la siguiente ecuacidn:
-98-
donde:
X, ,, =» K6aima observacldn correspondiente a la fila i dei jk
la columna j 
^  »* media general
of^  = efecto especffico de la variante i del factor madu- 
racidn
^j  ™ efecto especffico de la variante j del factor conge_ 
lacidn
J =» efecto residual (error al azar),de todos los facto— 
res no controlados, admitido como una variable ale^ 
toria y perteneciente a la K-^sima observacidn.
Si no existe interaccidn entre ambos factores, el efecto 
estudiado es simplemente aditivo y supone t
(1) 2^i - t *^ i “ ° ^
1 °
Ahora bien, cuando se detecta interaccidn entre los facto— 
res, dicha ecuacidn se modifica, aSadiendo un nuevo componente
donde
y ^j =" efecto debido a la interaccidn de ambos factores so­
bre el conjunto ij.
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En este caso, los supuestos de (l) ya no se ciunplen,
Los resultados de la apllcacidn del anAlisis de varianza, para 
estudiar la existencia o no entre los factores, de interacci&n para- 
cada una de las variables, vienen reflejadas en las tablas nS VI,. - 
VIII, X, XII, XIV, XVI, XVIII, XX, XXII, x:crv, xxvi, jtxviii, xxx,, - 
XXXII, XXXIV, xxrcvi.
En las tablas donde se observan las médias de los valores en—  
contrados para cada una de las variables en cada nivel de congela——  
cidn y maduraci6n, se express debajo de cada una, las diferencias — 
significatives que présenta dicho dato, respect© de los otros que se 
encuentran en su misma fila (o nivel de maduraci6n) y m5s abajp res­
pecte de los que se encuentran en su misma columna (o nivel de con—  
servacidn).
4.2. ANALISIS INICIALE3.
Los resultados de los an4lisis efectuados sobre una muestra de 
las cuajadas, inmediatamente despuës de su salida de la prensa, que 
dan reflejados en la tabla n9 IV,
4.3. ANALISIS PSRIODICOS.
Los valores analfticos encontrados para cada una de las varia­
bles estudiadas, se agrupan en dos tipos de anflisis: anilisis bio—  
quimicos y anflisis microbioldgicos*
En el primer grupo quedan incluidos los valores relacionados — 
con la humedad, acidez, proteina, grasa y reologia de los quesos.
En el segundo grupo se incluyen los anilisis efectuados para encon—  
trar los valores de gérmenes viables, lactobacilos, coliformes, gér— 
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La flora mlcroblana para todas las determinaciones, vie­
ns expresada por el logaritmo del numéro de gërmenes por gramo 
de muestra.
4.3.1.1. Determinacidn de gdrmenes viables,
Los resultados de los andlisis vienen reflejados en 
las tablas n9 v y VI y en las figuras n® 1, 2 y 3*
De la tabla nQ VI se desprende, que el lote que m^s se 
diferencia significativamente de los demds, es el testigo, ya 
que présenta diferencias con el C—30, C-ÇO, C-120> C-150, C-l80, 
C-240, C-3 0 0  y C-360.
Dentro de los lotes congelados, aquellas cuajadas que 
tuvieron m4s tiempo de conservacidn (C-240, C-300 y C-36O), son 
las que presentan raayores diferencias respecte de las otras, asi 
como el lote con 60 dias de congelacidn (C— 6 0 ), que se diferen— 
cia del C-120, C-I5 0, C-240, C-300 y C-36O.
Existen diferencias significativas para los valores lo^  
garitmicos de gdrmenes viables, entre las cuajadas antes de la 
congelacidn y despuds de la conservacidn al estado congelado, en 
todos los lotes a excepcidn del C—60, C—120 y C—150. En todos 
los casos hay una disminucidn en el ntSmero de gdrmenes viables, 
menos en el caso de las cuajadas conservadas 30 dias, en donde 
se puede observar un aumento despuds de la conservacidn (7,99—  
8 ,5 3). Dicha disminucidn en el numéro de gdrmenes viables es o^ 
servada tambidn por Peldez C, (1.978) en queso tipo Manchego.
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œ N S B ^ V A O l O N A  "ZTC
MEDIAS DE H i m E S  PB HAPDKACIOli .  
7 .8 2 6  7 .7 2 0  7 .7 0 2  7 .6 6 7
NIVELES Dt 
MADURACXN
7.428 7'.i78 7 .2 4
MEDIAS DE SITELES DE CWSER7ACIDE A -2G#C. 
a) 8.169 7.691 7.886 7.594 7.457 -7%476 7.549 7.427 7J11 7JJS7
b )
MEDIA GENERAL -  7 .5 6 7
AMAllISIg DE VAMAUZA
F .  V A IA C . SDH.CDAD. SLtSu,
&
M B ). C IA D . £
F IL A S 0 .5 5 4 3 E  0 1 O .9238E 00 1 2 .1 4 6
COLOMNAS 0 .1 0 9 8 R  0 2 9 0JL 220E  0 1 1 6 , 0 3 5 * *
lETBKAC. O .8984E 0 1 54 0 .1 6 6 4 8  00 2 U . 8 7 * *
ERROR 0 .5 3 2 4 B  0 1 70 0 .7 6 O 6 B -O 1
TOTAL 0 .3 0 R 3 R  02 139
ta b la  V I . -  BElWeNCS VIABLES.
• I  O lf«r«nel«  # lgn lflem *lv#« « n ir»  Im# nlv#l#m d# 
rmel6n y  M # m*v#l## àm censerveel6n ■ -2 0 *  C . 
b1 A fw ils i f  d# v«fH l« ttu .
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De la tabla nQ V se desprende, que no existen diferencias 
slgnificabivas en el lobe teatlgo y en las cuajadas C-ÇO y C—120, 
para cada uno de les niveles de maduracldn, mlentras que en el 
reste de les lotes congelados, les 15 (M-^IS)» 30 (M-30) y 45 (M~4S) 
dfas de œaduraclén, se diferencian significativamente de les 
6Ô (M—6 0 ), 90 (M—9 0 ) y 120 (M—1 2 0) dfas, con un descenso en el nu 
mere de g^rmenes viables. Dichas diferencias significatives para 
cada uno de les niveles de maduracl6n, tomando todos les valores 
globalmente,se expresan en la tabla n@ VI,-
Los valores limites encontrados para el logaritmo de gër- 
menes viables (mlnlmo de 6 ,7 8  y m4xlmo de 8 ,5 6), est^n dentro del 
rango ballade por otros autores: Nûîlez M-, (1.973) en que so de Ca— 
braies, encuentra valores logarltmlcos entre 7 y 9î Ordofiez J.A. 
y col, (1 ,9 8 0 b) en queso de îloncal fabricado con leche cruda de 
oveja, encuentra unes valores logarltmlcos de gërmenes viables, 
comprendldos entre 6 y 9î Ordédez J.A, y col. (1.977 a) en queso 
Ulloa encuentra para un fabrlcante, gdrmenes viables comprendldos 
entre 6 y 9 y para otrd entre 5 y 9} Mai'tlnez Moreno J.L. y col. 
(1 .9 7 6 ) en quesos Manchegos Industriales fabricados con leche de 
oveja sin pasterlzar, los encuentran entre 7 y 10 al igual que îîu 
fiez M, (1 .9 7 6 ) en quesos Manchegos industriales, pero a partir de 
leche de oveja pasterlzadaj para OrdoSez J.A. y col. (1,978 a), 
quesos Manchegos fabricados con leche cruda y conservados en ace^ 
te de oilva, presentan unos valores logarltmlcos de gérmenes via­
bles entre 6 y 9, mlentras que Roman M. (1.975), encuentra para 
quesos Manchegos parafInados y no parafInados, una flora total 
viable conprendlda entre 7 y 1 0 ,
Por otro lado Devoyod J.J. (I.969) en queso Roquefort, en 
cuentra en rauestras tomadas del centro y la superficie del queso.
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valorea logarltmlcos de gërmenes viables comprendldos entre 8 y 
1 0, cuando los recuentos se reallzaban antes del salado y entre 
7 y 10 cuando se reallzan despu4s del salade* Mansour A, y col. 
(1 *9 7 3) en quesos conservados en salmuera, observan un descenso 
de la flora mlcrobiana total de 8,5 @ 7,5, mlentras que Sozzl T. 
y col. (1*972) en queso Vacherin, observan que la flora mlcrobla 
na total puede alcanzar en s6lo 20 dlas, valores logarltmlcos m^ 
xlmos de hasta 1 0 .
En el lots testigo, los g^rmenes viables aumentan llgera 
mente al principle de la maduracldn, para alcanzar a los 45 dlas 
el valor mdximo (8 ,5 6) y luego descender hasta el final, sln que 
estes cambles sean significatives en nuestra experlencla* Di— — 
chos resultados conçuerdan con Galzln M* y col (1*970), que en 
queso Roquefortfencuentran tambidn una dlsmlnucl6n lenta pero 
constante de la flora total, y Jlm^nez S* (1*978) en queso Mad—  
chego.
4*3.1.2* Determlnacldn de lactobacllos*
Los valores de lactobacllos encontrados en los dlferen 
tes an^llsis, vlenen refiejades en las tablas nfl VII y VIII y 
las figuras na 4  ^ 5 y 6 ,
En dichas tablas y figuras, puede verse que el lote de 
maduracidn dlrecta se diferencia slgnlflcatlvamente de los dem&s, 
a excepcldn de los lotes C—I80 y C-240. En dlcho lote se obser­
va un aumento slgnlflcatlvamente importante a los 15 dlas de ma— 
duracldn> (4 ,4 7  a 6,4 7) y de nuevo un posterior aumento a los 45  
y 60 dlas•r
-106-
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r,30 60 90 W1S0tt0M)rn3S^
h S m J E S D E  
œ N S E R \ m o N A  -arc
WBP^AS p g  W im E S  P» MAPORACIOII,  
4 .39#  5.54# 5.814 4 .063
mELES DE 
MADURAOQN
5.8*8 5.907 6 .4 0 6
KEDIA3 DB NiyELB# D# COWaBICTACIOlt A~ ..3Q«C>
6 .254  4.449 4.950 5.830 5 484 T .4 7 2  6 .492  4 .335  4.548 5 .464
b )
MEDIA Œ NERAL -  5 .7 1 8
A K A t ia »  PB TAMAltEA
P. VAIAC. SOM. CTA0. MED. CLAD. £
n x A s 0.4937# 02 6 0.8228#  01 2 8 6 .8 5 5 * *
COLÜMJIAS 0.5898# 02 9 0.6542% 01 228 . 0 8 3 * *
nrTBRAC. 0.6001% 02 54 0.1111% 01 38 .  7 4 3 * *
BRXOR 0.2008% 01 70 0 .28688-01
TOTAL 0.1703# 03 139 .
TABLA V II U -  LACTOBACILOB.
* )  Otf«r«neias s ig n iriea tlvM  «n tr* lo# mlv#l## 
r«el6n y loa dm eeneervecl6n « -20* C.
b ) Am#M*lm dm varlanza.
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El lote conservado durante 30 dlas (C—30), présenta 
despu^s de la descongelacliSn un valor logarltmico de lactobaci—  
los slgnlflcatlvamente mayor que el que tenia antes de congela^ 
(4,47- 5,6 4), para sufrlr luego una calda y estar a lo largo de 
toda la maduracldn, en valores muy por debajo del lote testigo. 
Dlchoé resultados colnclden con los encontrados por Pel5ez C, 
(1 .9 7 8) en quesos tlpo Manchego*
En las tablas puede apreclarse que en el resto de los 
lotes congelados, los valores de lactobacllos se diferencian del 
testigo, encontr4ndose por debajo de 4ste en todos los casos, a 
excepcldn de los lobes C—180 y C—240, en que no existen dlferen— 
clas slgnlficatlvas respecto del lote madurado dlrectamente y 
del lote C—300, cuya media supers la del lote testigo.
Los valores qûê se encuentran de lactobacllos al termlna*rsé- 
el procesd de descdngelacldxiy Indican segiîn. ■ se mpestra en là ta­
bla nO VII,diferencias significatives respecto del lote antes de 
congeler,para los quesos C-3 0, C-120, C-I50 y C-I8 0, siendo mayo^ 
res las clfras encontradas en el primer caso y menores en los 
très ultlmos.
El Incremento de lactobacllos a lo largo de la madura— 
cldn, ha sldo encontrado tambl^n por otros autores, como Tourneur 
C. (1 ,9 7 2 ), quien los encuentra en quesos de pesta coclda, multl 
pllcândose actlvamente hasta el dla 50 de la maduracldn y llegan 
do a alcanzar valores de 9. Dlcho aumento tamblén ha sldo encqn 
trado por Sozzl T. y col. (1.973) en queso Vacherin y Naylor J, 
y col. (1 .9 5 8), asü como por Klkuchl T. (I.9 6 6 ) en queso Camem­
bert, Npnez M, (1.978), observa un Incremento de lactobacllos 
en el Interior del queso de Cabrales comprendido entre 4 y 8 y
- 109-
en la superficie entre 4 y 6 y Ordddez J.A. y col. (1,980 b) en
el queso de Roncal entre 4 y 8.
4.3.1.3. Determlnacldn de conformes.
Los resultados encontrados para los g^rmenes collfor—
mes, est^n expresados en las tablas n@ IX y X y las figuras 7,
8 y 9.
En Al lote de maduracl6n dlrecta, existe una dlsmlnu—  
cldn Importante en el numéro de collformes, hallindose dlferen—  
cias significatives,entre los valores encontrados para los que—  
SOS salados (5,0 4 ) y con 15 dfas de maduracidn (4,0 4 ), respecto 
de los 30, 45, 60, 90 y 120. Como puede apreclarse en la tabla 
n9 X , dlcho lote se diferencia slgnlflcatlvamente de todos 
los demds, a excepcldn del lote C-60 y présenta un valor de su 
media slgnlflcatlvamente mayor, que los valores medios del resto 
de los lotes congelados. ,
El ntSmero de g^rmenes encontrados en los lotes reclén 
descongelados, se diferencia slgnlflcatlvamente del lote testigo 
en todos los casos, a excepcl^n de los lotes C—30 y C-60 (tabla 
n@ IX ), observdndose una dlsralnùcldn en dlchos valores.
En la tabla n® X puede verse que existen dlferen—  
clas significatives en todos los niveles de maduracldn y que las 
médias de dlchos niveles van en constante dlsmlnucldn. Dlchos 
resultados concuerdan con los encontrados por otros autores como 
Stadhouders J. y col. (1.966), Cattaneo P. y col (1.973), Galzln 
H. y col. (1 .9 7 0 ), etc... Mansour A. y col. (1.973) no los de—  
tectan en queso Roquefort, al Igual que Nûflez M. (1.976) y Romdn 
M, (1 .9 7 5 ) en queso Manchego fabricado con leche pasterlzada.
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T 30 œ 90 m  m M }2Hû3Û03E0
hm iE S O E  
C O N S B ^ m 3 0 t i A  -2TC
NIVELES D t 
MADURAOON
MEWAg PB arVELBS DE mPüRACIOlt.
3 .DOS 2.336 2 .115  1.553 1 .172  '  1 .023 0 .712
MEDIAS Dg « IV R E S  PB 
a )  2.399 1 .8 07  2 .368  1 .961  1 .780  1 .9 03  1 .488  1 .837  1 .380  1 .634
MEDIA 0»BSAL -  1.846
AWATTara m  v a h t a b ia
r. VAIAC. a a s a je r n i SaJu. MSD. CUAD.
PUAS 0.1389# 03 6 0.2314# 02 645.195* *
COtUHKAS 0.1247# 02 9 0.1385# 01 38, 620* * -
-  niTEHAC. 0.5602# 02 54 0.1037#  01 28. 923* *
ERROR 0.2511# 01 70 0. 3587# 01
TOTAL 0. 2098# 03 139
BIBLIOTEC A
TABLA X . -  68BMENES C0LIP0RM6S.
• )  Olf#r#nel## «mtr# nlv«l«« dm madu-
r«el6m y |«« nlv«t«« d« ewwerveelân # -20" C. 
b ) AmSlIsla d# v a r la n u .
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probablemenfce debido a su destruccidn por la pasterizacion de la 
leche y ausencia de posterior contaminacidn, Devoyod J.J, y col. 
(1 ,9 6 8) sin embargo en queso Roquefort, si los encuentran, tanto 
en la superficie como en el centro del queso, pasando de valores 
prdximos a 6,a valores casi nulos al comenzar la maduraci<5n.
 ^ Ordddez J.A, y col. (I.98O b), observan una desapari—
cidn total de gdrmenes coliformes en queso de Roncal a los très 
mesés de maduracidn, al igual que KuHez M, (1.973) en queso Ca—
braies, que encuentra valores mdximos de 6 en la cuajada, para
i I
des^parecer posteriormente a los 15 dlas de maduracidn.
4 .3^1.4. Determinacidn de gdrmenes lipoliticos.
I Los valores que se han hallado de gdrmenes lipoliticos,
i
estin refiejados en las tablas nS XI y 'III y figuras n® 10,lly 12
En el lote madurado directamente, puede observarse un 
incrjeraento de la flora lipolftica a los 15 dias de maduracion, 
con jùn valor de 5,40 , que se diferencia significatiyanierte del 
correspondiente a"la cuajada recidn salida del saladero, (tabla 
n® | x i  ) .  A dicho aumento le sigue una brusca disrainucidn de 
gdrmenes a los 30 dias (4,13) para mantenerse luego hasta el fi­
nal de la maduracidn, en valores que en general no se dlferen--
cian significativamente entre si.
El lote testigo sdlo se diferencia significativamente 
de los lotes C—9 0,. C—1 5 0, C—1 8 0, y C-36O, siendo las médias de 
estes lotes, superiores al control en los très primeros casos, e 
inferiores en el ultimo, (tabla n@ XII).
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W W X Q J S l Q g JQ 45 GO ,9Q,J2Û
h S m E S O E
cmsEBV/aoN A -zrc
MEDIAS PS W TTOJg DB MAPPRACIOII> 
5 .0 8 Z  5.28%  . 4 .594- 4 .5 7 3
NIVELES OE 
NfiDURAOON
4 .3 59 4.233 4 .2 5 Z
MEDIAS. PS N IVEtB S DB C0H3EIIVACI0W A - 20aC.
a)
b)
4.531: 4.680 4 .3 75  4.960 4.648 4 .384  5.145 4 .3 4 4  4.443 4 .243
M E D IL  CTKERAJL -> 4 .6 25
•
AXACZSIS OS VABXASZA
r .  V M A C r. SOM. COAD. MED. CDAD. F
P IL A S 0 .2015#  0% 6 0.3359# 01 6 2 .1 7 2 * *
COLDMKAS 0 .1096#  02 9 0.1217# 01 2 2 .5 3 5 * *
IX T E R A C . 0.2251E 0% 54 0 . ^ 6 8 #  OO 7 .7 1 5 * *
BRROK 0 .3 78 1 #  OX 70 0.4168B -01
TOTAL 0.5740#  02 139
t a b l a  X U -  GERMENBS LIPOLITICOS.
#1 O lf« r«n e iu  .s lgn lfleatlva* «mtr* le * n ivele* d* nwdu- 
r*el6m y le * n ive le* d# censerv«el6n a -20* C - 
(,) AnAllsIs d*' varlanza.
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Los valores de gdrmenes con accidn llpolitlca encontre 
dos al descongelar las cuajadas, son superiores en todos los ca­
sos a los lotes antes de congelar, hallândose diferencias signi­
ficatives entre dicho lote (3,60) y todos los dem4s lotes consei^ 
vados a bajas temperatures (tabla n® XI ),
Si se observa en la tabla n® XII lâs diferencias en­
tre los niveles de maduracidn, puede verse que las maduraciones 
de 0 y 15 dias se diferencian significativamente de todas las d^ 
mds, con valores superiores a ellas (media: 5,08 para M-0 y me­
dia: 5,2 8 , para M—15). Existe luego una disminucidn progresiva 
en el numéro de gdrmenes, con diferencias significatives entre 
los niveles interraedios y los niveles finales de maduracidn.
Los valores extremes encontrados para el logaritmo de! 
gdÿmenes (5,55 de mdximo y 2,96 de minime),concuerdan con los 
hallados por otros autores como Rossi J. y col* ,(l.974) en que—  
SOS Cacciotta,(entre 4 y 2 para la flora interna y entre 6 y2 p^ 
ra la flora externa); Abou-Donia S.A. y col. (1.975 y 1.978) en— 
cuentran dichos gdrmenes en valores de 9,7 '' 10^ y 4,23 :c 10^ y 
Mayayo M.A. y col. (1,976) en leche de oveja conservada a 5®C, 
encuentran valores de 10^—10 , si la leche es cruda y de 10^—10^ 
si la leche es pasterlzada
4 .3*1.5» Determinacidn de gdrmenes proteoliticos,
Los valores de gdrmenes proteoliticos que hemos encon— 
trado en nuestro trabajo, estdn expresados en las tablas XIII,XIV 
y en las figuras n® 13, 14 y 15.
En el lote madurado directamente, se puede observer un 
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CONSERV/aON A 'ZTC
MEDIAS DE HIVELB3 DE MADOWAdOH. 
4 .7 39  5 .2 9 3  4 .6 1 4  4 .2 6 7
NIVELES de: 
MADURAODN
3.899 3 .7 2 4 4.068
a)
MEDIAS DE SIYELES DE COWSERVACIOH A -2 0 « d .
3 .9 1 5  4 .1 6 8  4 .5 0 1  4 .2 60  4 .6 2 0  -4T799 4 .9 2 6  4 .3 89  4 .050  4.098
b )
MEDIA GBD5RAL •  4 .372
A EALI3I3 DB VAEIAEZA
r? VAIAC. SDK._ CDAD. GOu.
6
MED. CDAD. F
FILAS 0.3 579 8  02 0 .5964E  01 3 1 .7 9 8 * *
COLDMHAS 0.1414B  02 9 0 .1571E  01 6.376 » «
IXTERAC. 0.3O96B 02 54 0.5733E  00 3 .0 5 7 * ♦
EBROR 0.1313B  03 70 O . I 876B 00
TOTAL 0.9401E  02 139
TABLA X IV .-  WIMENE5 PROTEOLITICOS.
•1  Dff«rancla)| « Ig n lfle a tlv u  «ntn» lo# nivoles de «n#du- 
r#cl6n y le# -nlvolo# d* eeneerveelSti m -20* C. 
b1 AnAMsts d# varianza.
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cos de gdrmenes proteoliticos a los 15 dias de maduracidn (3,95 
a 5,46). Dichos valores tienden luego a descender a lo largo 
del proceso, para encontrarse al final de dste sin diferencias 
significatives respecto del Inicial, (2,83 a los 90 dias y 2,86 
a los 120 dias).
El lote testigo, posee una media para toda su madura—  
cidn, inferior a las médias de los lotes congelados, si bien di­
cho lote sdlo se diferencia significativamente de los lotes C—60 
C-120, C-150 y C-180, (tabla n® XIV).
Los resultados encontrados para los recuentos de gdrme_ 
nes proteoliticos al realizar la descongelacidn de las cuajadas, 
muestran que no hay diferencias significatives entre estos lotes 
y los analizados antes de congelar en ningun caso, (tabla n® XIIl),
Por otra parte, si se observan los resultados de la t^
bla n® XIV , puede verse que existe un aumento en la maduracidn 
a los 15 dias, seguido de una tendencia a la disrainucidn de gdr­
menes durante el resto del proceso, habiendo diferencias signify
cativas apreciablés, entre los contrôles realizados al principle 
de la maduracidn (O—15 y 30 dias), respecto de los dltimos.
Los valores de gdrmenes proteoliticos encontrados en 
nuestra experiencia, coinclden con los hallados por otros auto—  




4 .3.2 ,1 . Valores relacionados con la humedad.
4«3*2.1.1, Determinacidn de la humedad por desecacidn.
Los resultados obtenidos se encuentran refiejados en 
las tablas n® XV y XVI,
En la tabla n® XVI , puede observarse que el unico 
lote que se diferencia de los demds es el lote testigo, ya que 
dste présenta diferencias significatives con el lote C-9 0, C-120 
C-I50, C—180 y C—3 0 0, Como puede verse en dicha tabla* las men­
dias de todos los lotes congelados, son superiores a la del tes— 
tigo, si bien no se diferencian significativamente de dste, para 
tiempos muy cortos de conservacidn (C—30 y C-6 0 ) o para tlempos 
muy grandes (C—240 y C—36O),
Como se ve en la tabla n® XV , en general no se en— 
cuentran diferencias significativas respecto de la pdrdida de hu 
medad, entre los lotes antes de congelar y al efectuar la descon 
gelacidn, a excepcidn de los lotes C—30, C—60 y C-lBO, si bien 
en los dos primeros casos, dichas diferencias, pueden ser atribui 
bles a pdrdidas originadas durante la descongelacidn y manipula- 
cidn hasta el andlisis de los quesos, ya que globalmente dichos 
quesos a lo largo de la maduracidn,presentan pdrdidas de humedad 
ligeramente menores que el testigo, sin diferenciarse significa­
tivamente de dl (3 5 ,9 0 y 35,6 6, frente a 34,2 4),
Puede observarse tambidn una pdrdida progresiva de hu­
medad en todos los lotes a lo largo de la maduracidn,ya que e:i^ 
ten diferencias significatives para dichos niveles en todos los 
contrôles efectuados a lo largo de ella, (tabla n®XVI).
-120-
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MEDIAS DE HIVSLE3 DE MADtWACIOE. 
4 0 .8 9 8  3 8 .4 0 1  37 -371  3 5 -6 5 5 33.987 3 3 .3 4 4  3 1 .9 8 9
a)
MEDIAS DE HTVEIEa Dg. C0W3ERVACI0K A ,-3 0»C .
3 4 .2 4 3  3 5 .9 0 0  3 5 .6 6 5  3 6 .T53 3 6 .6 5 4  3 6 .6 3 3  3 6 .4 3 1  35 .526  36 .3 7 6
2 5 .3 1 6 .
MEDIA CEDERAI. -  3 5 .950
ADALI313 DE TAHIANEA
F . VAIAC. SDM. CDAD: S jJ ul.
6
MED. CDAD. F ’
m A S 0 .1 1 7 9 5  04 0 .1 9 6 5 E  03 1 0 9 . 2 40 * *
COLOHDAS 0 . 7 8 6 9 e 02 9 0 .3 743 E  01 4 . 6 8 3 * *
IDTERAC. 0 .2834E  0 3 54 0 .5 248 E  01 2 . 8 1 1 * *
ERROR 0.1307E  03 70 0 .1867E  01
TOTAL 0.1672B  04 139
TABLA X V I.-  HUMEDAD.
•1  Olf«r«nci«s slgnirieatlvas «n tr* la* n lw las  d# madt*- 
raclAn y l«s n iv a l** d * con»*rv*elôo •  -ZO*C. 
b) AnAlisI* d * varianzot.
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Los valores de humedad encontrados por otros autores 
en diverses tipos de quesos, oscllan entre el 60^ y 30% para el 
queso de Cabrales, hallado por NuAez M. (1.978)} 55^-44% por Or- 
d^ftez J.A. y col. (I.98O b) en queso de Roncal; alrededor del 
55## encontrado por Marcos A. y col. (1,976 b) en quesos de los 
Pedroches, etc...
Los valores encontrados por nosotros en este trabajo 
(entre 3 0#37# y 42,19#)# son anâlogos a los encontrados en que—  
SOS Manchegos por otros investlgadores: Martinez Moreno J.L. 
(1.976) y Ndflez M. (1.976)# entre 40# y SO#; Romdn M. (1.975)# 
entre 30%y 40# en quesos paraflnados y entre 20—30# en quesos no 
parafInados.
4 .3 .2 .1 ,2 . Determinacidn de la actividad de agua.
Los resultados hallados estdn en las tablas n@ aVTI
y XVIII.
En el lote testigo, puede observarse un descenso en 
la actividad del agua a lo largo de la maduracidn, pasando de un 
valor inicial de 0 , 9 9 0  a un valor a los 110 dlas de 0,9 55. Dl—  
cho descenso, puede verse tambidn de modo global en los lotes 
congelados. En la tabla n@ XVIII donde se dan las médias para 
los diferentes niveles de maduracidn se conprueba que dsta en ge^  
neral, produce un descenso en los niveles do actividad de agua, 
siendo dste muy rdpido al principle, (el nivel M—O se diferencia 
estadlstlcamente do todos los demds con una media de 0 ,9 8 ), para 
luego estabilizarse a los 1 5 # 30 y 45 dlas de maduracidn (0 ,9 6 9), 
y proseguir su disminucidn hasta el final, quedando con valores 
inferiores al comienzo (0,960; 0,957} 0,949).
-123-
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?ŒDIAS DE HTVELE3 DE CORSERTACIOD. 
a) 0.9A'' 0.970 0.97? 0.979 0.974 0.977 0.957 0,958 0.957 Oi.943
MEDIA CEKEEAL - 0.965
AiTAl.Ty^ DE VARIAEZA
F. VAIAC. SDM  ^ CDAD. G .L . MED. CDAD. F
FILAS 0..13S6B-01 6 0.2144E-O 2 7 1 3 .8 0 4 * *
COLDMHAS O . I 54OB-OI 9 0 .1 7 1 1 E -0 2 1 7 0 .8 0 4 * *
niTERAC. 0 .3 8 1 5 E -0 1 54 0 .7 0 6 4 5 -0 3 7 0 . 451 * *
*■ ERROR 0 . 7 0 1 9 5 -0 3 70 0 .1 0 0 3 5 -0 4
TOTAL 0 .6 7 U E -O I 139
TABLA X V III — ACTIVIDAD OC AGUA.
a) 0*f#r*mcl## a ig n ifte a tiv u  «ntr* la# nlv#l«# d# madu- 
raelAn y lo* nlv#las d# ean#orvael£n a -30*C.
b ) AnAllala d» varlamza.
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En esta mlsma tabla tambidn se observa, que los lo— 
tes con menor tlempo de conservacidn (C-30, C-60, C-90, C-120 y 
C—150), presentan unos valores de actividad de agua superiores al 
testigo, mlentras que aquelles que estuvieron mds tiempo en las 
cdmaras (C-I80, C-240, C— 300, C - 36O), presentan unos valores in 
feriores a dste,
Los valores de actividad de agùa que se obtienen en 
este trabajo, son muy similares a los obtenidos en queso Manche— 
go por Harcos A. y col. (1.979). Dicho autor, analizando quince 
muestras de quesos Manchegos maduros, obtienen un valor medio de 
actividad de agua de 0,95 — 0,02, oscilando dsta para las dife—  
rentes muestras entre 0,99 y 0 ,9 2 ; estos valores de actividad de
agua se corresponden con unos valores de humedad en porcentaje
de 2 8,63— 3 7,90#, resultados que concuerdan con los obtenidos por 
nosotros en este trabajo.
Esteban M.A, y col. (1.979)# estudâan la actividad 
de agua de diverses quesos espaAolbs, encdntrando que los quesos 
frescos y poco madurados poseen valores muy altos de actividad 
de agua (0,99î 0,98), mlentras que aquelles como el Cabrales, al^  
tamente hidrolizado por las enzimas fiîngicas, poseen un valor de
actividad de agua bastante bajo (0,36), debidô a la concentra--
cidn de los productos de hidrdlisis, que réducen la presidn de
vapor de agua. La actividad de agua de las restantes
muestras de quesos espaholes analizadas, oscilaba entre 0,91 y 
0,98, La actividad de agua media encontrada por Marcos A. y col 
(1 .9 7 6 b),en el andlisis de 16 quesos de los Pedroches ds de 
0 ,9 0 ,con oscilaciones entre 0,39 de minima y 0,97 de mdxlma. Di_ 
chos quesos tenian un estado de maduracidn de dos a très meses.
-126-
4.3.3.%. Valores relacionados con la acidez.
4.3.2.2.1* Determinacidn de pH, j
Los valores que se han obtenido para el pH estdn re- I
flejados en las tablas n? XIX y XX. .
De la tabla n@ m  y de la tabla n@ ;[;[ puede dedu- j
cirse una disminucidn brusca del pH, que pasa de 5,99 en las cu£ !
jadas prensadas, a un valor medio de 5,94, al comenzar la madur^ |
cidn. A continuacidn puede observarse una elevacidn del pH, pro_ 1
bablemente como consecuencia del consumo de 4cido Idctlco por !
parte dé los microorganismps.Dicha disminucidn inicial del pH, |
con el consiguiente aumento posterior a los quince dias,es obser •
vada tambidn por Nuftez M, (1,978) en queso de Cabrales,
En nuestro trabajo, la disminucidn del pH al comien— 
zo del proceso es extraordinariamente rdpida, debido a la muy 
pronta desaparicidn de la lactosa, que no ha podldo ser encontre 
da, ni en las cuajadas saladas, ni en los quesos analizados,. Ji^  
mdnez S, (1,978) sin embargo observa, una disminucidn mucho mds 
lenta, justificable por la permanencia de la lactosa en ql queso 
hasta el final de la maduracidn.
Puede observarse tambidn unos valores de pH superio­
res en el caso de los lotes congelados, coïncidentes con unos me^  
nores valores de acidez para estos lotes.
4.3.2.2.2. Determinacidn de acidez.
Los resultados para la acidez vienen expresados en 
las tablas nS XXI y XXII.
-127-
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j l j l
NtVELESOE 
CQN5EBVAÜDN A -2CTC
MEDIAS DE ïirVEtES DE MADDRACIOH. 
5.943 6.048 ' 6 a 0 6  6.099
NIVELES DE 
MADURAaON
6a04 6.053 6 .0 5 :
a)
MEDIAS DE HITEI.E3 DE COWSERVACIOH A -20«C.
6.006 6.151 6.123 6.093 6.038 6.036 6 .169  5.944 5-953 6.013
b )
MEDIA GEHERAL - 6 .0 5 8
AHALISI3 DE VARIAîTZA
F. VAIAC. SDM. CDAD. SaIu .
6
MED. CDAD. F
FHAS 0.3906E OO 0.6510E-O1 194.444
COLDMHAS 0.7773E OO 9 0.8637E-01 = 57.9^3 • •
IKTERAC. 0.1301E 01 54 0.2409E-01 71.944 * *
ERROR 0.2344E-01 70 0.3348E-03
TOTAL 0.2492B 01 
tabla  XX.r- pM.
139
• )  Dlf#r#ne$## slgntfteatlvM  #m*r# los n ival** d * nwdu- 
raelAn y la* mlv*la* d* cenaarvaclân- a -aO*C. 
b) AnAllai* d# varlanza.
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Durante el perlodo de màduracién del lote testlgo, 
se puede observer que los valores de la acldez tienden a aumen—  
tar, bastante deprisa al principle, (0,35 a 0,40 y a 0,44)# para 
luego establllzarse hasta el final, en que ya no pueden apreclar^ 
se en general,grandes dlferenclas significatives, (tabla n@ XXI)
El lote testlgo présenta dlferenclas significatives 
con el reste de los lotes, a excepcldn del C-180, (tabla nSxxiI), 
y la media de dlcho lote a le largo de la maduraclén,supera las 
médias del reste de los lotes conservados a bajas temperaturàs*
No hemos encontrado dlferenclas significatives entre 
los lotes antes de congeler, e Inmedlatamente después de la con— 
gelaclén.
Durante la maduracldn de los lotes congelados, puede 
observarse en la tabla n@ XXX que de une forma global, los valo— 
res para la acldez aumentan a le largo de elle, si bien este au— 
mente es mâs lento al principle de la maduracldn, respecte de es^  
te mlsmo période en el lote testlgo.
Las médias en los nlveles de maduracldn tienden a au 
mentar y dsto ha sldo observado tambl4n por otros autores comoî 
Hanolkldls C. y col. (1.970 a,b) en queso Telemé; Lee J.Y, (1974) 
en queso Cheddar; Sozzl T. y col, (1,972) en queso Vacherin y Ro, 
m^n M, (1.975)» en queso Manchego. Todos estes autores observan 
en général un aumento de la acldez, coïncidente con la dlsmlnu—  
cldn del pH, seguldo de una calda para establllzarse posterior—  
mente. En nuestro trabajo, este descenso posterior no es obser— 
vado ni en el lote testlgo ni en los congelados.
-130-
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MEDIAS DE NIVELES DE MADURACÇON. 
0 .3 7 4  0 .3 7 *  - 0 .3 8 4  0 .3 9 4
NIVELES DE 
MADURAODN
0 .4 1 1  . 0 .43&  0 .4 5 *
MEDIAS DE NT/ELES DE COWSERVACIOII A « ioâfe . 
a )  0 .4 4 4  0 .3 3 4  0 .3 9 0  0 .4 1 7  0 .4 0 1  0 .4 0 8  0 .4 3 8  0 .4 0 3  0 .3 8 6  0 .3 7 1
MEDIA GENERAL -> 0 .4 0 4
b)
AMALISI3 PB VAgTAWZA
F . VAIAC. SON. (foADi G*L • MED. cilAD. F
FILAS O.U94E 00 6 0.19912-01 83.556**»
COLOMNAS 0:6796E-Ol 9 0.7551E-02 31.695**
IRTERAC. 0 .6 91S E -01 54 0.12S1E-02 5.375**
ERROR 0.1668E-01 70 0.23832-03.
TOTAL 0.2732B-00 139
TABLA X X f l , -  ACIDEZ.
y t«« ntv«l«a d# cortMTv» 
b ) Anéltsls d# v«rlarac«.
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4.3.2.3. Modiflcaclones de las protelnas.
4.3.2.3*1* Protelna total.
Ert la tabla n@ XJCIV se observa que no existe interac 
cidn entre los dos factores en estudio, respecte de la proteina 
total. La maduracl^n actûa Independienteraente de la congelacidn 
y el efecto sobre dlcha variable de cada uno de ellos, es inde-~ 
pendlente del otro*
Los valores, tanto de Protefna total, como de Prote^ 
nà soluble en ClNa al 5% se dan en N x 6,38, consider^ndose que 
la mayor parte del nitr^geno estd en forma de proteina.
De la tabla n@ , se desprende que no existen d^
ferencias significatives para nlnguno de los lotes congelados, 
ni entre si,ni con el testlgo. Igualmente puede verse que exis­
te un ligero aumento de los valores de proteina total para las 
médias de los niveles de maduraci6n, si bien este aumento es muy 
pequeRo y s6lo llega a ser significative a los 120 dias, Dicho 
aumento es l<Sgico, dada la përdida de humedad de los quesos a lo 
largo de la maduracidn y ha sido encontrado por otros muchos au
tores: Park J.S. y col. (1.978) y Phelan J.A, y col. (1.973)» en
quesos Cheddar; Jimenez S. (1.978) en queso Manchego, etc... 
Tampoco se observan en dichas tablas dlferenclas significativas 
entre"los resultados hallados para las cuajadas, recién desconge 
ladas y antes de congelar.
Richards E, (1.967)» no observa en quesos Cheddar va^  
riaciones significativas en el contenido de proteina total, cuan 
do congela quesos maduros durante diferentes tiempos; sin embar­
go Jiménez 3. (1,978), establece un ligero aumento para dicho
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30 60 SO 120m m „a,£,.JC7.<g.,.gL2Ii2L
NIVELSSOE ^  
C O N S e P V A O O N A ' ^
MEDIAS pg N ryetea  de MAmmAcioy> 
19 .123  2 0 .2 3 ^  ■ 2 0 .2 3 2  19 .3X3
NIVELES Œ: 
MADURACiVN
2 1 .6 6 0  - 20.921 22 .1 46
MEDIAS P g 3IV E 1E T P r  COIfSERTACIOlT A_ -2 0 * C .  
s )  2 0 .3 1 1  2O-.021. 2 0 ,6 7 4  19^9 3 T  21 .1 6 9  2 0 .4 7 1  2 0 .2 7 9
2 0 .3 1 2  2 1 .9 2 1
20.686
b)
MEDIA GENERAI — 2 0 .6 2 3
AHA LIS I3 PB YARIANZA
F . TAIAC. SDM. CPAP. 0.1. MED. CCAD. r
FH A S 0 .1 4 3 6 *  0 3 6 0 . 2 427s  02 3 .3 4 4  * ♦
C0L0MNA9 0 . 4 3 4 9s  02 9 0.4832s 0 1 1 .6 6 1
INTERAC. 0L2097S 0 3 5 4 0 .3 8 8 4 *  0 1 1 .3 3 5
ERROR: 0 .2 0 3 6 *  0 3 70 O .29O8E 01
TOTAL 0 .6 0 2 4 * . 0 3 139
TABLA XXIV ._ PROTEINA TOTAL.
#1 O lf«fw iel«* 9lgnlfl«atlv«s «n tr* l@# nivaias de medu- 
reelôfT y ttm niveiee de eoneerveeiân « -30«C. 
b) AnAllsl» de varlen ze .
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contenido a lo largo de los tiempos de conservaci<5n«
4*3*2.3*1* Proteina soluble en cloruro s6d±co al §%•
Los valores encontrados para este indice vienen expre— 
sados en las tablas n@ XXV y XXVI , Los porcentajes hallados pa­
ra la cantidad de proteina soluble/proteina total se expresan en 
las tablas n@ XXVII y XXVIII y en las figuras n@ 16, 17 y 13»
En el lote madurado directamente, puede observarse una 
tendencia al aumento en el indice proteina soluble/proteinS total» 
si bien este aumento no es significative hastâ los noventa dias 
de maduracidn, en que se alcanza un valor de 2 9,14#
El lote testlgo se diferencia significativamente sdlo 
de los lotes C—30, C-9 0, C-I50, C—I80 y C—360, aunque todos los 
lotes congelados presentan Una media superior à la de ëste, d ex 
cepcidn del C—360,cuya media de maduracidn esta por debdjo del 
testigo.
A pesar de que todos los lotes congelados (excepto el 
C—3 6 0), tengan globalmente un valor de Proteina soluble/proteina 
total superior al del testigo, la transformacidn de dicha prote^
na a lo largo de la maduraci&n en estos lotes es extraordinaria-
mente lenta, como se deduce de la tabla nS X}r/II en la que se
puede apreciar que a partir de los 60 dias de conservaci<5n, to—
dos los lotes conservados durante mds tiempo, no presentan prâc— 
ticamente diferencias a lo largo de la maduraciiSn para cada uno 
de ellos.
Coppens R, (1 ,9 6 8) en congelacidn de cuajadas de tipo 
Camembert, observa que en almacenamientos a -I5GC, la proteoli—
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NB/ELESOE ^
A  -arc
MEDIAS PB îrry E tg g  pg madtiractok .  
J.ggS 4 ,153 ■ . 4 .655  4 .542
♦ * %» * 0
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NIVELEE CE  
MADÜRAOÜN
5,163 S.446 5.683
MEDIAS pg S IV E IS g  D *  CDNSEKTACION A -? 0 « C .
a )  4 .14 3  4 . 0 9 0 . 4 .9 3 6  5 .4 0 3  4 .3 2 T  71359 5 .4 9  5 4.313: 4 .3 4 1  3 . 6O3
b)
MEDIA GENERAL — 4 .7 9 1
ABAI13IS  DE YARIANZA
F . VAIAC. SOT!. CÜAD.
6
MED. CDAD. F
FILAS 0 . 5298*  0 2 0 .3 830 E  01 35 .318  * *■
COLDHRAS 0 .4 5 9 7 *  02 9 0 .5 1 0 7 *  01 2 0 .7 1 8  * * -
niTBRAC. 0 .5 5 4 8 *  02 • 54 q.lOZT* 01 4 .1 6 8  * *
ERROR 0 . 1 7 2 6 *  0 2 70 0 .2 4 6 5 *  00
TOTAL 0 .1 7 1 7 *  03 139
TABLA X X V *.- PROTEINA SOLUBLE.
«) OlfaranefM signifleativas «ntra loa nivalaa d * madu- 
rael6m y loa nivaias dmr eanaarvaetân a -20*C,
b) Anéllala d# va rlan za .
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M f f O m a O N
MEDIAS pg aiVEtga PB MAPTOACIOÎT.
20.432 21,131. . 2T.84T 23.017 23.998 , 26,1*84 25.526
a)
MEDma pg NIVEtES pg COaSEaVACIOM À -20#C.
20.746 2T.036 23.158 27J014 27.643 26.O U  27.091 2 J.470 
21.379 16.506
b)
MEDIA. GENERAL »  2 3 .3 0 5
ANALTSTg DR YARIANZA
F . VAIAC. SON. CDAD.
é
MEDv CÜ^ VD f F
F ltA S 0 .5 3 9 4 g  03 0 . 899 0s  0 2 1 2 . 1 5 4 * »
COIDMNAa 0 .1 3 3 5 *  0 4 9 0 .1 4 8 4R 0 3 2 0 .0 6 0 * »
INTERAC- O iH 3 7 «  04 54 0 .2 1 0 SE 02 2 .8 4 6 * »
ERROR O.5178B 0 3 70 0.7396B  0 1
TOTAL 0 . 3 5 2 9g  0 4 139
t a b l a  XXVI f l . - R6LAC10N f*. SOLUBLE/P. TOTAL.
• )  Olfarwietaa signirteatfvaa «n tr* loa ntvaiaa d» madu— 
rw iô f* Y las nivaiaa d# eansarvaelôn a -20*C. 
b) AnAilala da v a rlan za .
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sis no sigue su curso normal, y Ottogalli G. y col. (1.973) en 
queso Gorgonzola llegan a la conclusion de que cuando las tOcni- 
cas de congelaclOn,se apllcan a quesos en estadfos cortos de ma- 
duraciOn, Ostos presentan niveles de proteolisls superiores a lo 
mprmal,(mayores niveles de N soluble y aminoOcidos).
No se observan tampoco diferencias significativas para 
el indice estudiado, entre las cuajadas antes de congelar y des- 
puOs de congeladas, si bien los valores ligeramente superiores 
en el caso de los lotes conservados a bajas temperaturas, indicji 
rfan un cierto grado de proteolisls por el cuajo, durante el pe­
ri odo de conservaciOn. Estos resultados coinciden con los encon 
trados por JimOnez S* (l.978), asi como el hecho de que las cua­
jadas congeladas durante 360 dias presenten valores de proteina 
soluble/proteina totalinferiores al resto de los lobes y al te^ 
tigp.
La degradacidn proteica a lo largo de la maduracion 
global de todos los lotes, mucho mds lenta en los congelados que 
en el testigo, queda expresada por el aumento de las médias en 
los niveles de maduracidn (tabla nSJCXVTIl), observ^ndose difereii 
cias significativas entre los primeros dias de maduracidn y los 
dltimes•
Dicho aumento en los niveles de proteina soluble/protc_ 
ina total ha sido demostrado tambi4n por otros investigadores, 
comoi Parle J.L* y col. (1.975 y 1.978) y Lee J.Y. (1.974) en que 
so Cheddar; Lira J.W, y col. (l,979) en queso Edam; Manolkidis C. 
y col. (1 .9 7 0 a y b) en queso Telemé; Fernandez Salguero J, y 
col, (1 .9 7 7 ) en quesos de los Pedroches; Oçd^hez J.A. y col, 
(1 .9 8 0 b) en queso Rone a 1 ; Ord^flez J.A, y col, (1,977 a) en que-
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so Ulloa y Burgos J. y col. (1.971) en queso Ulloa.
Los valores obtenidos por nosotros para el indice pro— 
tëina soluble/proteina total, son similares a los obtenidos por 
otros autores en queso Manchegoi Marcos A, y  col. ( 1 , 9 7 6  c); Or— 
dSnez J.A, y  col. ( 1 . 9 7 8  a y b)j Ramos M. y col. ( 1 . 9 7 6 )j mien—  
tras que los obtenidos por Român M. y col. ( 1 . 9 7 5 ) ,  para este 
mismo queso son algo inferiores.
4.3.2,3»3. Determinaci6n de la degradaci^n caseinica: relaci<5n
Los electroforegramas caseinicos y sus correspôndien 
tes perfiles 'densitom^tricos, aparecen en las figuras n@ 23-32.
Los valores obtenidos en porcentaje, como medida de 
las 81reas delimitadas por el perfil densitomëtfico, para las M — 
caseinas,yS-caseinas y pre *f^-caseinas, se expresan en la tabla 
n@ XXIX . En dicha tabla, quedan también refiejadas las rela 
clones ^  /«() que expresan la degradacién caséinica y sus corres*- 
pondientes significaciones estadisticas, obtenidas mediante el 
andlisis de varlanza. En la tabla nS XXX se expresan las dife—  
rencias significativas existantes entre los diferentes niveles 
de maduracidn y congelacidn.
De dichas tablas y figuras se desprende que en el lo
te testigo, existé un aumento en la relacidn ^  , que se da
lentamente a lo largo de la maduracidn. Dicho aumento se debe a
la degradacidn progresiva de las caseinas of y principalmente de
s
la fraccidn la cual aparece en la cuajada y no vuelve a apa
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M A D C m a O N
MEDIAS DE m nrEUS DE HAPDRACIOg.
1 .0 23  X . Î0 2  i .3 3 0  1 .5 0 2  1.325. 2.122 3.073
MEDIAS DE MlTELEg DE COKSEHVACIOK A -ZOaC. 
a )  1 .3 7 3  1 .7 0 1  1 .5 3 4  1 .5 4 0  1 .48?  2 .1 3 6  1 .9 57  1 .7 0 3  1 .6 6 1  1 .4 66
b)
MEDIA GENERAL -  1 ,7 2 6
ASALISI3 DE VAHIAnZA
r .  VAIAC. 3DM. CDAD. G . I . MED. CDAD. -  F
FILAS 0-S900E 02 6 0.9333E  01 1 1 6 3 .0 4 2 * *
COLWDTAS 0.5443E  01 9 O.6046E 00 7 1 .5 1 9 * *
IXtERAC. 0 .1 6 9 8 e  02 54 0.3145E  00 3 7 .1 9 6 * *
ERROR 0.5918E  00 70 0 .8454E -02
TOTAL 0-8'»01E 02 139
TABLA XXX.- RELAÇION
a) Olfaranctas signifleativaa antre los niveiee de madu- 
rael6n y lea niveiee de eenearvaclAn a -20*C.
b) Anéllela de verlanxe.
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aparlci^n de très 6 cuatro bandas de mayor movllldad èlectroforé^ 
tica y mener pM que las caseinas «f ^  en una région sltuada delan— 
te de ëstas, denomlnada regitSn pre
No existe degradacl6n aparente de la — caselma, en 
nlnguno de los lotes a lo largo de la maduracl6n> ya que no pue— 
den detectarse bandas en la région post—^  •
La degradacl6n casedtnica tal como aparecl^ en los 
electroforegramas, queda expresada por las dlstlntas intenslda—  
des de tlncl6n dlbujadas en los esquemas, que reprëséntan di 
chas bandas en el acetato de celulosa,
Cuando se observan los electroforègramàs| y sus co—  
rrospondlentes perfiles densltomëtrlcos en los lotes congelados, 
as£ como las médias obtenidas a lo largo de là madürâciën de la 
relacldn ^ / ot^ para dlchos lotes, en la tabla n@. xiLIi puede ver 
se que dichas médias son Inferiores a la media obténlda para el 
lote testigo, excepto en el caso de los lotes C-lSO y C—180*
Al observer dlchos valores en la tabla nO XJCI se ve 
que el lote C—30,si bien se diferencia significativamente del 
testlgo con una media menor, no présenta deraasladas dlferenclas 
en los electroforegramas a lo largo de la maduracldn con una de— 
gradacl6n de la caselna d desde el principle del proceso (de_
saparece a los 30 dfas); aparlclén de las bandas pre ya en e^ 
te momento y una degradacl6n màs profunda de la fraccl^n case!ni 
ca ef ^  a loa 120 dias de maduracl6n, en que la relacl6n y?/e(j 
aumenta de 1,85 a 4,12. En dlcho momento, las fracclones pre of s 
aparecen tambl^n muy degradadas.
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S1 se aumenta el tiempo de conservacién, puede obser^ 
varse una tendencia a la desaparici^n màs tardla de la banda Ofj 
respecto del lote testigo y el congelado de treinta dias (C—30). 
En el lote C-60, a pesar de exlstlr diferencias significativas 
en el aumento de la relaci6n , a partir de los 30 dias no
se han podido detectar màs que trazas en la region pre ap^
reciendo linlcamente bandas en dicha region, a los 120 dias de 
duraci»5n en que el aumento de la relacién ^  / el^ es de 1,60 a 2,l6i
Los lotes C—9 0 , C—120, poseem unos perfiles densitb— 
m^tricos medidos a lo largo de la maduracion, muy similares, con 
unà media de la degradaciOn caseinica,a lo largo de este proceso 
inferior a la del lote testigo.
liemos obtenido, sin embargo, para los lotes C-I50 y 
C-I8O, una degradaciOn de la fracciOn , comparativamente ma­
yor, respecto del testigo. Estos lotes, que presentan médias de 
maduraciOn, superiores a dicho lote, sufren una degradaciOn de 
la caselna, desde el principio (30 y 15 dias respectivamente), 
si bien no pueden detectarse bandas medibles en la regiOn pre o(j 
hasta los 60 y 90 dias. La degradaciOn obtenida al final, es 
comparativamente mayor que en el caso del lote testigo (3,40 y 
3>90 frente a 2,S0), siendo diferente significativamente de ^1, 
en el caso del lote C—I8 0 .
El aumento en el tiempo de conservaci<$n C-240, C-300 
y C—360 produce ya sin embargo, una disminuci<5n de la caseinoli- 
sis, en relaci6n con el lote testigo, estando las médias a lo 
largo de la maduraci6n,por debajo de éste y observ^ndose de las 
figuras 30, 31 y 32 y de las tablas, que la degradaci<5n apa—  
rente, si bien empieza a ocurrir a los 45 dias (lotes 24O y 360)
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no se hace muy patente, con aparicl^n de bandas de degradaci^n 
en la region pre— hasta los 90 y 120 dias*
De la tabla nO XJCX se deduce que la proteolisls de la 
caselna, aumenta durante la maduracion en general, àpareciendo 
las médias para cada uno de los niveles de maduraciOn, en orden 
creciente desde el principio hasta el final de este proceso.
Al comenzar la maduraciOn, la ^  caselna y of ^ caselna, 
se encuentran en proporciones aproximadamente iguales. Esto 
coincide con los resultados de Femândez Salguero.J. (1,975)* El 
hecho de que a lo largo de la maduraciOn, la ^  caselna sea mâs 
resistente a la hidrOlisis que la «f ha sido observado tambiOn 
en variedades duras y semiduras de pH bajo, por Lindquist 3. y 
col, (1.957); en quesos suizos. Brick y Cheddar por Ledford, R.A 
y col. (1 .9 6 8); en el queso Gouda por Creamer L.IC. (1.970); 
Visser, F.M.V/. y col, (1.977); Shindo PC, y col. (1.976) y en qu^ 
so Cheddar por Edwards J.L. y col, (1,969), Fox P.F. (1 ,9 6 9 ), 
O'ICeefe R.3. y col. (1.976 b)Park, J.L. y col, (1.9/5)* En el 
queso Tilsitt por Klepacka M. (l;978). En quesos espaholes: Ra­
mos M. y col. (1 ,9 7 6 ),no observan en la maduraci6n del queso Man 
chego, ninguna degradaci6n aparente de la ^ -caselna, incluso 
hasta el décimo mes, cuando los quesos se fabrican exclUsivamen- 
te con leche de oveja, mientras que en los de vaca, la ^  -casel­
oad. comienza a degradarse a partir del 42 mes, A los mismos re­
sultados llega Marcos, A. y col, (1,976 d). Ord^flez J.A. y cOl. 
(1 .9 7 8 a) en quesos Manchegos almacenados en aceite de oliva, en 
cuentran que la digestion de la et ^ —caselna progresa hasta redu— 
cirse al 80% al finalizar la maduraci6n; sin embargo el 9O/S de 
la yS-caselna permanece Intacta al final del proceso. Después 
de 3 8 4  raeses, las caseinas pre—o(^  constituyen el 20'^  de la
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cnselna total. Estos resultados coinciden con los encontrados 
en este trabajo, ya que dichas proporciones son halladas en mu—  
chos lotes a los 120 dias de maduraci6n.
4.3.2*4, Determinaci8n de grasa •
Los resultados se encuentran reflejados en las tablas 
na XXXt y XXCXI,
En dichas tablas puede verse que no existen diferen—  
cias significativas importantes para nlnguno de los lotes, a ex- 
cepcidn del lote C-300, que se diferencia significativamente de 
todos los demàs* No hay diferencias a lo largo de la maduracidn, 
entre el lote madurado directamente y los lotes congelados.
Si se observan en la tabla n2 , las médias para
los diferentes niveles de maduracidn, puede verse que existe un 
aumento de las mismas a lo largo de este proceso, y que este au— 
mento varia significativamente de unos dias de maduracidn a otros.
La evolucidn creciente en los valores encontrados para 
la grasa a lo largo de la maduracidn, es normal, dada la progre— 
siva përdida de humedad del queso y estd de acuerdo con las expe 
riencias realizadas por otros autores. Dichos valores estdn den 
tro de los limites encontrados para estos tipos de queso B : Com—  
pairë C. y col. (1.979) y para otros, como el queso Tëlemë, en 
donde Manolkidis C. y col. (1.970 a y b) encuentran un aumento 
de ia materia grasa, a lo largo de la maduracidn. Lo mismo en—  
cuentran Kim Y.K, y col. (1.975),en la maduracidn del queso Brick
4.3.2.5. Contenido en dcidos grasos.
Los valores obtenidos en el andlisis del contenido de
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Ig lttA S  PE BTOBES PE COWSERVACIOM A
33 .767  33 .836 34-792. 34 .795 34 .165  33 .943 34 .6 0 1  J4 .412
32 .105  33.136
b )
MEDIA GERERAI -  33 .905
P ,  VAIAC.
ARAJC1S13 DB VARIAH2A 
SDM._CPAD._ S .L . MED.CPAP. -■ F
FHAS 0.1423E  04 6 0.2371® 03 2 6 8 .0 1 5 » *
COtPMXAS 0.7844B 02 9 0-E715® 01 9 . 3 5 0 * *
nrcERAC. 0.4758® 03 54 0 .8811E  01 9 . 9 5 8 * *
ERROR 0.6194® 02 70 0.8B4SB 00
TOTAL 0.2039® 04 139
TABLA X X X II.. GRASA.
« ) Olf«r«netas «ignirieatlvas «ntr* lo* nival## da madu. 
rael6n y lew nlv#l#s d# eonsvrvaelon # -20*C. 
b) AnéItsI# d# varlanza.
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âcldos grasoa libres en cada una de las muestras anallzadas se 
expresan en las tablas XXXIII y XXXIV y figuras 19* 20 y 21
En el lote madurado directamente, se observà un aumen— 
to de dicho contenido a lo largo de la raaduracidn* si bien este 
incremento es muy escaso (0 , 4 5  a 0 ,5 2), sin apenas diferencias 
significativas em cada uno de los valores obtenidos a lo largo 
de la maduracidn (tabla X^CXIII).
El lote testigo se diferencia significativamente de ca 
si todos los demds, (a excepcidn del C—301 C—300 y C-36O).
Los lotes congelados presentan médias superiores al lo 
te testigo y significativamente superiores en el caso del C-9 0 * 
C-120, C- 1 5 0  y C-I8 0 .
No existen diferencias significativas entre las cuaja— 
das antes de congelar y recl^n descongeladas, lo que indica que 
no ha habido prdcticamente lipolisis en este periodo»
Cuando se observan las médias obtenidas para los dis—  
tintos niveles de maduracidn, puede verse que existe un aumento 
progresivo de dichas mediaa, siendo este aumento mâs signifieati 
vo a partir de los 30 dias de maduracidn y hasta el final. •Aho— 
ra bien, el contenido en 4cidos grasos libres en nuestra experien 
cia, alcanza valores muy bajos y su aumento a lo largo de la ma- 
duracidn, no es tampoco muy grande. Las médias obtenidas para 
cada uno de los niveles de maduracidn (tabla n9 XXXIV ), aumentan 
relativamente poco (0 ,416—0 ,8 3 6 ), incluso en aquelles lotes con­
gelados que mâs se diferencian del testlgo (C-9 0 , C-120, C-I50 y 
C—1 8 0 ). El grado de estas transformaciones en nuestra experien—
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cla es relativamente pequeîio y 4sto concuerda con los estudlos 
de Romin M, (1.975)» quien observa en queso Hanchego, un aumento 
en el fndlce 5cldo de la materla grasa de 0,6 a 1,4,a los 90 dlas 
de maduracl5n, Jlmënez S. (1,978), que encuentra un contenido 
de 4cidos grasos libres superior al obbenido por nosotros (l,15~ 
3,79 3 los 100 ddCas), concluye tambi^n que el grado de lipolisis 
en este queso es bastante bajo.
4.3*2.6. Determinacidn de la dureza.
Los resultados se expresan en las tablas :£:;;:v y X:cr:''/I
En el lote testigo se constata un aumento progresivo 
de la dureza a lo largo de la maduracidn (0,73—l»iO), aumento 
3in embargo, no significative hasta los 90 dias (l,l3).Jime­
nez S, y col. (1 .9 7 9) en queso tipo Manchego, encuentran un valor 
de 1,10 a los très meses de maduracidn.
No se observan diferencias significativas apreciables 
en cuanto a la dureza, entre los lotes antes de congelar y des—  
pu^s de descongelar, a excepcidn de los lotes C—90 y C-120 que 
presentan valores superiores al descongelar las cuajadas, Estos 
resultados son también coïncidentes con los encontrados por Jira^  
nez S. y col. (1.979), ya que en quesos congelados durante un 
mes a —20SC, observan un ligero aumento de la dureza, durante el 
perfodo de conservaci6n.
No exlsten sin embargo diferencias significativas niuy 
importantes entre el lote testigo y los lotes congelados, a ex—  
cepci<5n del lote C—36O que se diferencia de todos con un valor 
muy superior, y del C-9O con un valor inferior (tabla XXXVI). 
Todos los dem4s lotes conservados a baja temperature, presentan
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una media inferior a la del lote testigo, si bien no llegan a d^ 
ferenciarse de él. La dureza en estos lotes, respecto del test! 
go, aûnque es menor, no es en general, tendenté a disminuir^ ya 
que las médias encontradas para los diferentes niveles de madura 
cldn aumentan, alcanzando un mdximo a los 9 0 dfas* Jimenez S . y 
col. (1*979) sin embargo, concluyee qué los quesos congelados y 
conservados durante un mes, tienen una dureza menor, ya que 4sta 
tiende a disminulr de 1,01 — 0,11 en la cuajada descongelada a 
0,45 — 0,10 a los 60 dlas de maduracldn*
4*3*2*7* Determinacldn de minérales*
El contenido en minérales de la leche^ suero, cuajada 
prensada, cuajada salada, se expresan en la tabla o2 XXTCVTIé
Los resultados obtenidos, concuerdan en general^ con 
los dados por AizetmÜller K. y col. (1*974) y estdn dentro de 
los ifmltes de variacidb encontrados por Wong H.f* y col* (1978), 



































































































La flora mlcrohlana total en el queso Manchego, estd com 
puesta durante la fabricacidn y al principio de la maduracidn, 
prlnclpalmente por las bacterias l^cticas y sobre todo por los 
estreptococos, que crecen masivamente en los primeros dfas de la 
maduracldn para luego llsarse debido a la acldez del medio, mo—— 
mento en que los lactobacilos comlenzan a desarrollarse extraor- 
dlnarlamente• Dlchos aumentos y descensos en cada uno de los 
gfupos oiicroblanos que partlcipan en la maduracidn del queso, 
Justlficarfa que la poblacidn mlcrobiana total, permanezca apro- 
xlmadamente constante en nuestra experiencia,sl se observa glo—  
baloiente a lo largo de la maduracldn.
El aumento en el ndmero de g^rraenes viables es sin emba^ 
go, mds significative en las experiencias de Nuhez M. (1.976) y 
Martinez Moreno J.L. (1.976), que encuentran en tan s<5lo slete 
dias un valor logaritmico m^ximo de dlez, para retornar a los 3 
meses de maduracidn a las concentraciones de partida. En otras 
ocasionesy la acidificacl&n producida por la transformacidn de 
la lactosa en dcido lâctico es tan grande y se produce tan rdpi- 
damente, que este descenso de g^rmenes ocurrè a los tres dias de 
comenzar la maduracidn y es observado por Romdn M* (1.975) ©« 
quesos Manchegos parafinados, encontrando valores logaritmicos 
de 10 al ahadir el femento y sdlo de 7,5 a los tres dias do ma— 
duracl6n, manteniëndose ya dicho valor constante, hasta el final 
de la misma«
El aumento observado en el niSmero de g^rmenes viables al 
realizarse la descongelaci6n, cuando los quesos han estado conser 
vados durante 30 dias, podrfa achacarse a que dicho periodo de 
tiempo*no es suficiento para provocar una destruccidn apreciable 
de la flora total, especialmente si se tiene en cuenta que en es
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te momento est6 compuesta prlnclpalmente [ior estreptococos, y 4s 
tos son resistentes a la congelaci4n, ilosset R* y col. (1.974). 
Por otro lado la forma de realizar la descongelacl4n, durante 43 
horas a 5®C, podria favorecer el desarrollo de una flora pslcrd* 
fila (micrococos, etc...). Segdn Duttiaux R, (l.973)j una tempe, 
ratura de descongelacién comprendida entre + 2SC y + 5®C mantle— 
ne la flora microbiana a un nivel aceptable, mientras que a là 
temperatura ambiente, 4sta puede sobrepasar r4pidamente los 10^— 
10^^ g4rmenes/gr,
Cuando los lotes han estado congelados durante m4s tiem— 
po (C—90, C-l80, C—2 4 0, C—3 0 0, C— 3 6 0), se observa una dlsminu—  
ci4n significative en el numéro de g4rmenes viables ài desconge— 
lar la cuajada, respecto de 4sta antes de congelar, por lo que 
se piensa que dichos tiempos de conservacidn afectan lâ viabili— 
dad de la flora microbianaj en conjunto esta disminucidn, prosi— 
gue de forma mds acusada durante la maduracidn en dichos lotes, 
respecto de los que tuvieron menos tiempo de conservacidn y del 
testigo.
Dichas disminuciones en los valores de gdrmenes viables, 
son encontradas tambiën por Richards B, (1.967) en congelacicSn 
de queso Cheddar.
El aumento importante en el numéro de lactobacilos al 
principio de la maduracidn, se atribuye generalmente a una conta 
mlnacidn ambiental, ya que se encuentran en el medio ambiente de 
las queserias en gran numéro. La leche iniclalmente est4 despro, 
vista de lactobacilos y 4si\os llegan a ella y a las cuajada^s en 
fabricacidn, a trav4s de los utensilio, del aire, etc... Aigu—  
nos autores como Mansour A. y col. (1.973), no pueden hallarlos
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en los quesos conservados en salnueras, otros, como Ducastelle A, 
y col* (1 .9 6 5) tampoco los encuentran en quesos Saint Paulin.
Sin embargo Darneto R* y col. (1.979)»encuentran en queso Manche, 
go, que los lactobacilos, que est4n en la leche en valores loga- 
ritmicos muy bajos, (1—2),llegan a superar a los estreptococos y 
alcanzan a los 3—4 meses do maduracidn,valores de hasta 10^ g4r- 
menes/gr. EstoS resultados coinciden con los encontrados por Oi^  
d&Rez J.A. (1 .9 7 8a), quien observa en quesos Manchegos conserva— 
dos en aceite de oliva, un incremento masivo de lactobacilos pa­
ra alcanzar valores logaritmicos de 9 a los 4-5 meses de madura- 
cl4n, observando despu4s una disminuci4n hasta los 7 meses apro— 
ximadamente. MaaaS Lago J. (1.974), tambidn en queso Manchego, 
encuentra un aumento de lactobacilos, los cuales se mantienen en 
un orden de 10^/gr. hasta paaados 2 meses de maduraci4n y Ordd—  
flez J.A, y col. (1 ,9 7 8 b),los encuentran en queso Manchego como 
flora prédominante a partir del tercer mes.
Tanto Martinez Moreno J.L, (1.976) en queso Manchego 
industrial de leche de oveja sin pasterizar, como Romdn M.
(1 .9 7 5) en quesos Manchegos industriales de leche de oveja paste
rizada,observan una multiplicacidn de lactobacilos que llegan a
7 8alcanzar a los dos meses do maduracidn, valores de 10 -10 g4rme, 
nes/gr. incluso en quesos fabricados con leche pasterizada,en 
los que los que los an4lisia en la cuajada fresca, dan practica- 
mente ausencia de dichos g4rmenes; 4sto es observado por NuTiez M.
(1 .9 7 6) y tambi4n por nosotros en este trabajo, ya que el niSmero 
de lactobacilos en la cuajada fresca es de 3,42 (tabla n2 VT), 
muy inferior al de la cuajada salada (S,04).
Dicho incremento de lactobacilos, que pueden provenir 
del medio ambiente y que se multiplican mueho, especialmente
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cuando las c4lulas de los estreptococos se llsan y liberan sus—  
tanclas estimulantes, es observado tambi4ra en nuestra experien—  
d a ,  cuando los quesos se maduran directamente* Cuando los que— 
SOS se congelan poco tiempo (C—30), dicha congelacidn no parece 
tener un efecto destructive muy importante sobre estos g4rmenes> 
ya que al descongelar, se observan valores incluso sigqificativa— 
mente mayoress sin embargo, la mortalidad m4s grande de estOs mi 
croorganismos al comenzar la maduraci4n y el IJecho de que est4n 
siempre por debajo de 4os valores del testigo^ podria indicar 
que los lactobacilos sufren durante la conservacidn al estado 
congelado, una serie do lesiones metabdlicas, que provocan su li 
sis mds rdpidamente en la maduraci4n posterior.
La susceptibilidad de estos gërmenes a la congelaci<5n ha 
sido comprobada tambiën por otros autores, como Didienne R.*y 
col. (1 .9 7 8)* Estos autoreé observan en queso Saint Nectaire una 
disminuci4n en el ntimero de lactobacilos, después de la congela— 
cidn, si bien 4stos proseguian su evolucidn normal à lo largo de 
la maduracidn, independientemente de cual fuera el tiempo de con 
servacidn. Esto sin embargo, no concuerda con los resultados de 
nuestra experiencia, pa que como hemos visto, conservaciones de 
poco tiempo no afectan la viabilidad de los microorganismos, aun 
que si parecen impedirles su normal desarrollo posterior; conser 
vaciones de mAs tiempo (C-60 y C-9 0 ), provocarian ya una cierta 
destrucci<5n, pero posiblemente los*g4rmenes supervivientes al 
disponer en el medio de mayor concentracidn de sustratos (debido 
a la lisis celular, etc•.•), pueden desarrollarse m4s rApidamente 
y recuperase durante la maduraci4a,encontr4m.dose en valores por 
encima del lote C—30* Cuando los tiempos de conservacidn son 
yores (C—120, C—I50 y C—I8 0 ), la mortalidad durante la conserva-
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c±4n al estado congelado, ya es significativamente apreciable 
respecto del testigo (3,55; 3,52; 2,9 2 ) , pero la recuperacidn de 
los g4rmenes supervivientes es todavia mucho mAs ripida, pudien- 
do llegar incluso, como en el caso del lote C—180, a no diferen- 
clarse globalmente dicha maduracidn,del lote madurado directamen 
te (tabla n@ VTII ), De dicha tabla se desprende tarabi4n, que 
si aumentamos el tiempo de conservacidn, la evoluci<5n de los lac^  
tobacilos a lo largo de la maduraci«5n ya no se diferencia (C-240)» 
o incluso llega a superar la del lote testigo (C-300),
La desaparici&n de gérmenes 6oliformes <5 su brusca dismi 
htici4n en la maduraci6n de los quesos,es consecuencia de la trans 
formacidn do la lactosa en icido lÀctico con la consiguiente caf 
da del pH; Martinez Moreno J,L. (1.977). Esta disminucion que 
ha sido observada en nuestra experiencia*es confimada tambi4p 
por otros autores en queso Manchego, Orddffez J.L. y col (1978 a, 
b, c), Massd Lago J. (1.974); Martinez Moreno J.f.. y col. (1976),
Los valores de Coliformes al descongelar los lotes C-jO 
y C-60, que no se diferencian significativamente de los quesos 
antes de congelar, indicarian al igual que en cl caso de los laç^  
tobacilos, que no se ha producido una gran mortalidad de gdrne—  
nes, si bien, pueden ocurrir lesiones como en el caso del lote 
C—30, haciendo que a los 15 dias de maduracidn, su niîmero se en— 
cuentre significativamente por debajo del lote testigo y que di­
cha disminucidn continue a lo largo de toda la maduracidn, lie—  
gando al final a desaparecer corapletamente (0,00 a los 120 dias).
A resultados parecidos llega Pel4ez U.C. (1.973) en queso tipo 
Manchego,quien despu4s de congelar y conservar 20 dias a -20AC, 
cuajadas tipo Manchego, observa una desaparicidn mds rApida de 
los Conformes en los quesos congelados que en los testigos.
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En el caso del lote C—60, el aumento en el tiempo de con 
servaci4n al estado congelado, supondrfa una mayor disponibilidad 
de sustratos con lo que la disminucion a lo largo de la madura—  
ciOn, es mOs lenta que en el caso del lote C-30 y por tanto no 
se diferencia significativamente del lote testigo.
El restablecimiento de dichos gOrmenes, cuando los tiem— 
pos de conservaciOn no son muy grandes, ha sido estudiado por 
Warseek M. y col. (1.973).
Si aumentamos el tiempo de conservaciOn, se puede obser­
ver una clara disminuciOn en el ndmero de Coliformes durante di— 
cho perfodo, los cuales prosiguen su descenso hasta los 15 dias 
de maduraciOn, momento en que no pueden observarso diferencias 
significativas entre los lotes C—9 0, C—120, C—150, C—240, C—300. 
De todos estos lotes el que menos de diferencia significativamen 
te del testigo (tabla n® X ), es el^  C—90, que sufrido menor 
tiempo de conservacidn al estado congelado, a excepcidn del C—30. 
Parece ser que el aumento en los tiempos de conservacidn, afecta 
de modo importante a este grupo microbianoy provocando una fuer- 
te destruccidn de la flora y dificultando su recuperacidn poste­
rior; tiempos grandes de conservacidn (C-120, C—iSOj 6—300), su- 
ponen fuertes destrucctones durante este periodo y a pesar de 
las mayores disponibilidades de sustrato, si al efecto de la con 
gelacidn unimos la disminuci4n del pH, nos■encontraremos con que 
dichos lotes presentan en conjunto una evolucidn significative—  
mente inferior a la del lote testigo.
El efecto destructivo de la congelaci&n sobre los g4rme— 
nes Coliformes ha sido observado tambi4n por otros autores como 
Yano H, y col. (1.971), Didienne R. y col. (1,978) y Epstein I,
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y col, (1 .9 7 8)• El hecho de que tiempos mayores de conservacién 
produzcan una mayor destruccién de g4rmenes Coliformes, ha sido 
demostrado tamblën por Ottogalli G. y col. (l.974 «)»quienes efec^  
tuando cultivos puros de E. coli en cuajadas est4riles congela—  
dasÿ observan una disminuci4n de 95 x 10^ g4rmenes/g. a 10 x 10^ 
g4rmenes/g., si la conservacidn es corta, (dos horas en tunel) y 
de 95 X 10 g4rmenes/g. a J x 10^ gërmenes/g. despu4s de una coti 
servaci<5n de 60 dias.
Là flora lipolitlca en el queso, est4 compuesta princi—  
palmente por la flora psicr<5fila (Pseudomonas, Alcaligenes, etc,), 
los micrococos, algunos estreptococos l4cticos, los mohos y las 
levaduras.
Segtln Mass4 Lago J . (1.974) en quesos seniduros, no madu 
rados por hongos como el Manchego, la contribue!6n de 4stos a la 
lipolisis es muy escasa, as£ como la de las levaduras, que en mu 
chos casos no han podido ser aisladas.
La flora lipolitica queda pues pr4cticamente reducida a 
la flora psicr4fila y a los micrococos, puesto que las aptitudes 
hidrolizantes sobre los triglicdridos de cadena larga de los es— 
treptococos l4cticos, no han sido aun demostradas. Segiîn Ortiz 
de Apodaca M.J. (1.979) parece ser, que las enzimas de dichos mi^  
croorganismos, atacarian mono y diglicëridos résultantes de la 
hidr4llsls de triglic4ridos de cadena m4s larga, producidos a 
partir fundamentalmente de los micrococos, Segiîn los resultados 
de Orddflez J.A. y col. (1,977 h),estos microorganismos son capa—  
ces de hidrolizar mediante exolipasas, la tributirina y la tri—  
laurina en todos los casos, asi como la triestearioa en un 752.
Un 502 de las cepas mostraban una actividad lip4sica endocelular
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especialmente sobre la tributirina y los lipidos no polares de 
la leche.
Ahora bien, parece tambi4n generalmente admitido que 
existe un incremento en el nivel de micrococos, durante los pri­
meros dias de la maduracidn, para despu4s experimentar un descen 
80 e incluso una desaparicidn en muchos casos; Mabbitt L. A. 
(1 .9 6 1 ). Por tanto si considérâmes, que una gran parte de la po_ 
blacidn microbiana lipolitica del queso Manchego estd constitui- 
da por micrococos, 4sto estd de acuerdo con nuestros resultados, 
al obtener un aumento y posterior disminueidn de la flora lipoli 
tica a los 30 dias en los lotes madurados directamente. Por 
otra parte y puesto que algun.os g^éros psicréfilos como Pseudo 
menas, Alcaligenes e incluso algunos Coliformes, poseen tambi4n 
actividades lipoliticas, dicha disminuci&n podria tambi4n ser e^ ç 
plicada en parte por el descenso de dichos g4rmenes, que como en 
el caso de los Coliformes no son resistentes a 16s bajos valores 
de pH.
Ord<5fiez J.A. y col. ( 1.980 b) en queso Roncal, encuentran 
los micrococos en valores logaritmicos comprendidos entre 5 y6 y 
Ntlfiez M. (1 .9 7 8 ), en queso de Cabrales, los encuentra entre 3 y 6 
en el interior del queso y en cantidades mucho mayores ( de 3 a 9) 
en la superficie, ya que dichos microorganismos son aportados en 
muchas ocasiones por la sal. Devoyod J.J. y col. (1.968) en que^  
so Roquefort, los encuentra en valores logaritmicos aproximada—  
mente de 5, cuando se hace el recuento antes del salado,incremen 
tdndose de 4 a 10 en la superficie del queso despu4s del salado, 
mientras que en el centre, el incremento es de 4 a 7,
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Martinez Moreno J.L, y col. (1.976), an quesos Manchegos 
observan un aumento de micrococos, que alcanza su numéro mdximo 
a los tres dias (10^ en algunos casos), para luego descender ha^ 
ta valores de 10^ a los 6 0 -9 0 dias de maduraci<5n; asi mismo Nu—  
fiez M. (1 .9 7 6 ) tambi4n en quesos Manchegos, los encuentra en va— 
lores logaritmicos que oscilan entre 4 y 6, con aumento incial y 
posterior caida.
Dichos aumentos y disminuciones posteriores en queso Mail 
chego, son observados tambi4n por Mass<$ Lago J. (1.974); Romdn M, 
(1 .9 7s); Orddfiez J.A. y col (1.978 a y b), que observan su desa— 
paricidn total a los cinco meses de maduracidn.
En los resultados do nuestra experiencia puede observar- 
se (tabla nS xi ), que las cantidades de gërmenes lipoliticos 
al descongelar las cuajadas, son superiores en todos los lotes 
respecto al testigo. Dicho aumento puede interpretarse por el 
hecho de que los micrococos segun Christophersen J * (I.9 6 8 ), son 
microorganismos resistentes a la congelaci<5n. Tambl4n son resis 
tentes algunas bacterias lActicas con actividades lipoliticas 
exocelulares. Dicha resistencia a la congelaci<5n de los g4rme—  
nes lipoliticos, es observada tambi4n por PelAez C. (1.9/8). 3i 
las temperaturas de congelacidn no afectan la viabilidad de es­
tes gërmenes, dichos microorganismos, pueden llegar al final del 
periodo de congelaci&n, en un ntimero aproximadamente igual al 
que tenian antes de realizar 4sta, y pueden crecer y desarrollar 
se abundantémente durante el periodo de descongelacidn, a 5®C, 
dado que buena parte de dicha flora es psicr<5trofa, De esta ma— 
nera al realizarse los anAlisis, despu4s de descongeladas las 
cuajadas, se observa un numéro de gdrraenes lipoliticos signifie^ 
tivamente mayor, del que habia antes de realizarse la congela—
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ci<5n.
Cuando las cuajadas se conservan durante 30 y 60 dias 
(C—30; C-60), no se obsevan diferencias significativas globales 
respecto del lote testigo (tabla XII ). Ahora bien, cuando 
se aumenta el tiempo de conservacidn al estado congelado, (C—9 0 , 
C-120; C-ljO; y C-l80), dichas lotes evolucionan posteriormente 
por encima del lote testigo, Incluso diferenclAndose significati 
vamente de 41, como en el caso de los lotes C—9 0 ; C—I5O y C-I80  
(tabla n® T'll )• Aun que la disminucidn sufrida por los g4rme—  
nes lipoliticos en estos lotes a los 30 dias de madüràci4n, no 
se diferencia significativamente del lote testigo (tabla n® XII 
y grifica n® 10 ), dicha disminuci4n de forma global, es menos 
acusada que en el lote madurado directamente y la mayor disponi— 
bilidad de sustrato en dichos lotes por el aumento del tiempo de 
conservaci4n, hace que dichos g4rmenes se encuentren posterior—  
mente en valores superiores a los del lote testigo.
Si seguimos aumentando el tiempo de conservaci4n (C—240; 
C - 3 0 0 y C—3 6 0), las médias en los niveles de congelacidn, se en­
cuentran por debajo del lote testigo (tabla n® XII )j Los valo— 
res de gérmenes lipoliticos en estos lotes a los 120 dias de ma- 
duracidn, se diferencian significativamente del resto de los lo­
tes y estAn muy por debajo de ellos. Esto hace pensar que el au 
mento en los tiempos de exposicidn a las bajas temperaturas, pro_ 
voquen lesiones irréversibles en estos gërmenes y a pèsar do la 
mayor disponibilidad de sustratos, queden incapaces de restable-
Si considérâmes que en los quesos y particularmente en
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en el Manchego, la flora prbteolitica estA compuesta principal-- 
mente por los estreptococos lActicos.y fecales y los lactobaci—  
los, el considerable aumento en el ndmero de gérmenes proteoliti 
cos al principio de la maduraciAn, se deberA al aumento progrès^ 
TO de dichos gArmenos, al comenzar dicho periodo. Efectivamente 
como ya se ha dicho anteriormente, la mayor parte de la flora mi 
crobiana en el queso al comenzar la maduracidn, estA compuesta 
por los estreptococos, muchos de los cuales poseen actividades 
enzimAticas extracelulares y son capaces de degradar las sustan- 
cias nitrogenCàdas. La actividad proteolitica fundamental de 
los estreptococos y de los lactobacilos, consiste sin embargo en 
liberar cuando las cAlulas son lisadas, enzimas intracelulares 
que atacarAn el material proteico.
Aceptando por tanto que la mayor parte de la flora proteo 
litica al comienzo de la maduraclAn estA constituida por los es^  
treptococos, seguida de los lactobacilos, que alqanzarAn su mA:ci 
mo de crecimiento aproximadamente a los 2 meses, el descenso en 
dicho flora al proseguir la maduraciAn,podria atribuirse a la 
fuerte destrucciAn de cAlulas estreptocAcicas, debido al aumento 
de acidez en el medio.
Dicha variaclAn en la flora lActica, os observada tarn--
blAn por otros investigadôres en varios tipos de quesos: Nufiez
M. (1 .9 7 8) en queso de Cabrales; OrdAftez J.A. y col. (l.930b)en 
queso Roncal; OrdAfiez J.A, y col. (1.977 a) en queso Ulloa; Ro—  
mAn M. (1 .9 7 5) J Martinez Moreno J.L. (I.9 7 6) y Ndflez M. (I.9 7 6 ) 
en queso Manchego.
El hecho de que no se encuentren diferencias significatif 
vas en los valores encontrados de gArmenes proteoliticos, entre
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los lotes reclAn descongelarios y antes de congelar, corrobora 
que los estreptococos como flora proteolitica dominante en este 
momento de la fabricaciAn, son resistentes a la congelaciAn: 
Christophersen J, (1,968); Rosset y col. (1.974); El Sadek G.M. 
y col. (1.975); PelAez C. (1.978).
Por otro lado, parte de la flora proteolitica estA inte— 
grada tambiAn por micrococos resistentes a las bajas temperatu— 
ras y ciertas cepas psicrAtrofas. Como se observa en la tabla 
n® XIV los lotes congelados poseen unas médias de gArmenes 
proteoliticos,obtenidas de los diferentes contrôles de madura——  
ciAn superiores al testigo, siendo su disminuciAn a lo largo de 
la maduraciAn menos acusada que en este lote,probablementé debi- 
do al menor incremento de la acidez,(4,19, 4,00, 4 ,8 0 , 4,62, 4,75 
4,64, 3,70 a los 120 dias frente a 2,86),
Los lotes con menor tiempo de conservaciAn no presentan 
diferencias significativas respecto del testigo, en cuanto a 
contenido en gArmenes proteoliticos, sin embargo, al aumentar el 
tiempo de mantenimiento al estado congelado, se observa una di^ 
minuciAn a lo largo de la maduraciAn, menos acusada de estos gAr^  
menes.que en el lote madurado direetamente para los lotes que 
se diferencian significativamente de Al, (C—120; C-lgO; C-l80), 
especialmente a los 45 dias.
Pudiera ocurrir que en estas cuajadas congeladas, el au— 
mento menos acusado de la acidez (como ya se ha visto anterior—  
mente), unido a una mayor disponibilidad de sustratos en el me­
dio, retrasara la autolisis de las bacterias lActicas y permitie^ 
ra su desarrollo por mAs tiempo en el queso. Cuando las conser­
vaciones son a muy largo plazo (C—240; C-300 y 0—360),existe de
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nuevo una dlsmlnuclAn en el numéro de gArmenes, que aun estando 
en valores por encima del testigo, ae acercan mAs a Aste* Dicha 
disminuciAn podria deberse al comienzo de la existencia de lesi^ 
nes metabAlicas,
La disminuciAn en los porcentajes de humedad a lo largo 
de la maduraciAn es normal, debido a una progresiva pArdida de 
agua, al continuar durante todo el proceso, la sinAresis del co^ 
gulo. Dicha disminuciAn es observada en gran numéro de quesos 
por diverses investigadôres: Kim Y.K. y col. (1.978) en queso 
Brick; Lim J.W. y col, (1.979) @o queso Edam; Manolkidis C. y 
col. (1.970 a y b) en queso TAlAmA y Lenoir J, (1 ,9 6 3 b ) en que­
so Camembert.
Dicho fenAmeno de sinAresis es afectado por la temperatu 
ra y los tiempos de conservaciAn, con lo que se observa que cl 
lote testigo y los lotes con menor tiempo de conservaciAn, su—  
fren mayores pArdidas que los que han estado mAs tiempo conserv^ 
dos.
Estos resultados coinciden eon los encontrados por JimA- 
nez 3. (1 .9 7 8) en queso Manchego.
La disminuciAn de la actividad de agua a lo largo de la 
maduraciAn, estA lAgicamente relacionada con la pArdida de hume— 
dad.
El hecho de que los quesos sometidos a tiempos cortos y 
medios de congelaciAn, presenten valores de actividad de agua su 
periores al testigo (especialmente en el caso del lote C - 9 0  ) # se
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corresponde con los valores de humedad encontrados en estos mis— 
mos lotes, que tambiAn son mayores respecto de aquel madurado di_ 
rectamente. Al igual que en este caso, la actividad de agua des 
ciende cuando se aumenta el tiempo de conservaciAn, siendo este 
descenso mayor que el sufrido por la humedad en los misraos lotes.
Ambas variables estAnrcorrelacionadas en el intervalo de 
humedad que existe normalmente en los alimentos» Dicha correla— 
ciAn ha sido observada por muchos investigadôres: RÛegg M.y côl,
(1 .9 7 7)» Otros, sin embargo como Heskestad R, y col. (1.978) en 
quesos noruegos, encuentran, que quesos con alta actividad de 
agua, presentaban bajos valores de humedad y viceversa.
Ahora bien, el comportamiento general de un alimente du­
rante la conservaciAn, viene definido por sus isotérmas de sor—  
ciAn de humedad, en las que se représenta el contenido dn agua, 
(expresado en gramos de agua/gramo de sustancia seca o bien como 
porcentaje total), frente a la actividad de agua. Estas isoter- 
mas son diferentes en el proceso de desorciAn y de adsorciAn de 
agua, ya que se produce el fenAmenos de histAresis. Dichas cur­
ves se representan en la figura n® 22.
El agua que se encuentra en el material biolAgico, puede 
reconocerse por las distintas zonas definidas en las isotérmas 
de sorciAn que quedan clasificadas al medir la actividad del 
agua, durante el proceso de secado o congelaciAn. Dichas zonas 
segdn Labuza T.F. (1.968) son tres.
Zona I. Es una zona que corresponde a un agua fuertemen 
te unida para un contenido de humedad de g =» 0-0,7•
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Zona II, La uniAn es menos fuerte que la de la zona I,
y se corresponde a un contenido de humedad en gramos entre un mjÇ
nifflo de 0,07 y un mAxlmo de 0,14 a 0,33.
Zona III. Este agua tiene una actividad ligeramente in­
ferior a la del agua pura y corresponde a la mayoria del agua 
présente en los tejidos. El contenido de humedfd correspondien- 
te, en gramos, oscila entre 0,14-0,33 hasta un mAximo de 20,
El contenido en agua puede ser una indicaciAn inexacte 
de la susceptibilidad del products al crecimiento microbiano.
Un factor que parece*estar mAs estrechamente relacôonado con las 
condiciones que favorecen o desfavorecen dicho crecimiento, es 
la actividad del agua. Cada especie microbiana présenta una ac­
tividad del agua minima, a la cual puede crecer, Los mohos son 
los microorganismos menos exigentes a este respecto, mientras 
que las levaduras y las bacterias, requieren generalmente altos 
valores de actividad del agua, para poder iniciar su crecimiento 
y desarrollo.
En la figura n® 22 se expresan tambiAn los diferentes 
desarrollos de gArmenes (mohos, levaduras y bacterias),pudiendo 
observarse que especialmente en el caso de las bacterias, crecen 
a valores muy altos de actividad del agua, en la zona III de di­
cha figura. Es interosante destacar que dichos niveles de acti­
vidad del agua, son alcanzados en nuestros quesos, especialmente 
al principio de la maduraciAn, con lo que los microorganismos en 
contrarian, condiciones Aptimas para su desarrollo.
En el queso, la actividad el agua estA relacionada, tan— 
to con el desarrollo de las bacterias lActicas responsables de
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la giicolisis y de la proteolisls, como con la InhlbiciAn del 
crecimiento de microorganismos indeseables que pueden producir 
alteraciones (hongos), o incluso intoxicaciones alimentarias.
La mayoria de los gArmenes patAgenos contaminantes del 
queso pueden crecer, si la actividad del agua es suficlentemente 
alta• .
En la fabricaclAn del queso, es Importante el desarrollo 
precoz de una flora competitiva dominante (estreptococos y lacto 
bacilos), que créa condiciones adversas para el crecimiento de 
los microorganismos indeseables, como el establecimiento de ba—  
jos valores de pH, cuando en estas fases de la maduraciAn la ac­
tividad del agua es especialmente alta, Segdn Nora M, (1.978)> 
la actividad del agua media del queso Manchego, alcanza el valor 
de 0,9 5 hacia el segundo mes de maduraciAn, cifra coincidente 
con las obtenidas por nosotros, si observamos la^ médias en los 
diferentes niveles de maduraciAn de la tabla n® XVTII . Has 
ta este momento el bajo valor del pH Impide el desarrollo de los 
microorganismos indeseables, cuando la actividad de agua se man— 
tiene alta. A partir de este momento ya es capaz por si solo de 
inhibir el crecimiento de las bacterias Gram negatives y de las 
esporuladas, sin inhibir el desarrollo de las cepas proteoliti—  
cas de estreptococos,(actividad de agua minima de 0,91), lactoba 
cilos y micrococos,(actividad de agua minima de 0,9 0 ),
Correlacionesî Hemos encontrado correlaciAn altamente 
significative entre la variaciAn global de los gArmenes viables 
a lo largo de la maduraciAn, tomando las medida«- de cada uno de 
dichos niveles y la variaciAn global de la actividad del agua pa 
ra dicho proceso, tomando tambiAn estas médias.
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El coeficlente de correlaciAn encontrado es de 0 ,9 6 5  y 
el ajuste realizado, ha sido una recta de ecuaclAn
y » 20,995 . I - 1 2 ,6 9 6
Dicho ajuste estA reflejado en la figura n® 33.
Observando dichos resultados puede verificarse una vez 
mAs,la estrecha relaciAn existante entre la variaciAn de la flo­
ra microbiana y el contenido de agua disponible en el queso para 
el crecimiento de dicha flora, a lo largo do la maduraciAn.
No se ha podido encontrar sin embargo, ninguna correla—  
ciAn entre ambas variables, cuando se enfrentan las médias de 
los distintos niveles de congelaciAn,expresadas en las tablas n® 
VT y XVIII t de lo que se deduce que en el crecimiento de 
los gArmenes sometidos a otros factores fuertes como las bajas 
temperaturas influyen muchas mAs variantes, que interaccionan 
con los valores de actividad de agua.
El aumento brusco de la acidez en el lote testigo, se
justifies por la rApida desapariclAn de la lactosa, con la cons^ 
guiente transformaciAn en Acido lActico por parte de los microor^ 
ganismos.
Como ya se ha dicho anteriormente en la introducciAn de 
este trabajo, en general los quesos duros con tratamiento tArmi- 
co de la leche, tienen una mAs rApida desapariciAn de la lactosa: 
Henoir J. (I.9 6 3 a y b);JimAnez, 9& (l#978)j RomAn M. (1.975)»
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Por otro lado,Ojeda E, (I.9 6 9 ) on quesos Manchegos, ob­
serva que la retenciAn de la lactosa en la cuajada, es muy peque 
fia (12—18%), y que esta retenclAn estA relacionada coh la canti— 
dad de lactosa en la leche y el numéro de gArmenes lactofermenta 
dores présentes en ella.
La utlllzaclAn por parte de los microorganismos del Aci— 
do lActico, como sustrato en su métabolisme durante la madura—  
ciAn, serfa relativamente lenta, por lo que dichos niveles de ac^ 
dez se mantienen posteriormente, mAs o menos constantes.
Observando las tablas n® IV y XTCII i puede verse 
que la acidez en la cuajada reciÂn prensada es de 0*30 y sufre 
un brusco aumento, ya que la medià para el nivel 0 de madura—  
ciAn(M—0)es de 0,37# Este aumento coincidirA con la fuerte dis— 
minuciAn del pH en estos estadios,ya que pasa de S,99 en la cuâ— 
jada prensada a 5,94 para el nivel inicial de maduraciAn.
El hecho de que los valores de acidez estAn en los lotes 
congelados por debajo del lote testigo, coincide con el trabajo 
de JimAnez S. (1,978) quien tambiAn encuentra en queso Manchego, 
una acidez menor en quesos congelados frente a un testigo.
El grado de acidez es una medida dependiente, no sAlo de 
la cantidad de Acido lActico existente en el medio, sino tambiAn 
del grado de lipolisis, (ya que existe un aumento en la produ—  
cciAn de Acidos grasos).
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El aumento de la proteolisis,observado por el aumento 
del Indice proteina soluble/proteina total en cloruro sAdico al 
S%> a lo largo de la maduraciAn del lote testigo, se justifies 
por la destrucciAn de los gArmenes proteoliticos y la consiguieri 
te lèberaciAn de enzimas endocelulares, que atacan el material 
proteico para dar pAptidos de bajo peso molecular y aniinoAcidos,
Los valores superiores de dicho indice, encontrados en 
los lotes congelados, podrian deberse a la mayor cantidad de gA_r 
menes esistentes en dichos lotes respecto del testigo, como ya 
se puso de manifiesto al hacer los resultados y discuslAn de di­
cha variable.
Dichos gArmenes poseen exoenzimas que pueden atacar las 
sustancias proteicas, y su mayor numéro, especialmente al princi 
pio de la maduraciAn, en los lotes congelados respecto del testi 
go, hace que el indice de proteolisis sea supérieur en esa fase. 
Ahora bien, puesto que la actuaciAn proteolitica de dichos gAnne^ 
nes se debe principalmente a las endoenzimas, la menor libera—  
ciAn de Astas (por la menor destrucciAn de gArmenes debido al me 
nor incremento de acidez en los lotes congelados), sc traduce a 
la larga en una transformaciAn de la proteina, sin variaciones 
significativas en el indice proteina soluble/proteina total a lo 
largo de la maduraciAn.
En la tabla n® XXVTI puede observarse,que a partir del 
lote C—6 0, no hay variaciAn apreciable a lo largo de la madura—  
ciAn, mientras que en el lote testigo, el indice proteina solu—  
ble/proteina total se incremente mucho a los 90 dias, momento A^ 
te en que los gArmenes proteoliticos en el lote testigo estAn 
muy por debajo de los lotes congelados.
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La mayor actividad proteolftica de las enzlmas Intracelu 
lares respecte de las enzlmas extracelulares de las bacterias 
l^cticas,(come flora dominante proteolltica), se ha comprobado 
per muchos investigadores como Dilanyan Z,K* y col. (1.973), qisdL^  
nes demuestran que dlcha actlvidad, es aproxlmadamente el doble 
para las enzlmas endocelulares respecte de las exocelulares,y m|i 
yor para led lactobacllos que para los estreptococos.
Correlaclones: Se ha encontrado una corrclacldn altamen
te significative, entre los g^rmenes proteolltlcosj tomando las 
medlas de los dlferentes niveles de maduracl6n y les valores. to­
rnados de la mlsma forma,para el Indice protefna soluble/protefna 
total. No se ha conslderado sin embargo para efedtuar esta co—  
rrelacldn, m^s que a partir de los 15 dlas de maduracl6n, ya que 
durante estes prlmeros IS dlas,la awolucltSn de los g^rraenes pro— 
tedlltlcos es muy r^plda y esta primera parte de là maduracldn 
es por lo tante diferente del reste. Se puede conslderar per 
tante,que existe correlaclén entre ambas variables a partir de 
los 15 dfas.
El coeflclente de correlacl<5n encontrado es de -0,903, 
observdndose que el comportamlento de dlcho Indice (protelna so— 
lubie/protefna total), frente al ndmero de gërmenes protedlftlcos 
slgue una ourva de tlpo exponenclal cuya ecuacldn es :
y ? 4 0 ,6 8 8 8 . * %
Dlcha curva est4 representada en la figura n2 34
Mo Se ha encontrado nlnguna correlacidn entre ambas va­
riables para las medlas de los dlstlntos niveles de congelacidn.
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La correlacidn encontrada a lo largo de la maduraci6n 
global de todos los lobes, para ambas variables, Indlca una vez 
m^s que durante el proceso, la dlsmlnucidn en el ndmero de gérme^ 
nes, va acompadada de un aumento en la proteollsls, que en nues- 
tro caso se ha manlfestado de tlpo exponenclal y que dlcho aumen 
to, se debe fundamentalmente a la llberacldn de endoenzlmas celu 
lares, en el momento en que se produce la llsis de dlctios mlcroo^ 
ganlsmos•
De les electroforegranas casefhidbs obteni&ôs medlante 
electroforesls en acetato de celulosa, se observa una cierta re— 
slstencla a la hldrdllsls, tanto de la caselna ^ como de la 
aunque mucho mayor en este liltlmo caso, en que no* ha podldo de—  
tectarse nlngdn tlpo de degradacldn. Segtîn Ledford îl»A, y col, 
(1 ,9 6 8), dlcha reslstencla se ha relaclonado con factores como 
el contenldo en agua, actlvldad de agua, protelnas, cenlzas, sal, 
Ca, P y pH, Esto ha sldo observado por muchos Investlgadores co^  
mo Creamer L.ÎC, (1.970); Fox P.F, y col. (1,971), etc... Parece 
ser que las bajas temperatures favorecen la proteollsls de la fr_a 
ccldn ^  s Fox P.F. (I.9 6 9 ), mlentras que el ClNa, Inhibe selec- 
tlvamente la proteollsls de la ^  caselna en solucldn de caselna- 
to sddlco.
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Segdn Marcos A. y col* (1.976 c), parece ser que la hldr^
llsls de la ot ^  caselna, comlenza desde el principle de la madu— 
racldn, por accldn prlnclpalmente de la renlna y posterlormente 
se dégrada la ^  caselna dando productos de mener movllldad elec, 
trofor^tlca, El cuajo, que es el principal responsable de los 
niveles de proteollsls detectados por elect'roforesls, as£ como 
la formaclén de muchos p4ptldos grandes, medlos y pequenos, es 
sdlo capaz de produclr un ndmero pequedo de amlnodcldos; O^ICeefe 
R.3, y col. (l.976b)y Grlpon J.C* y col. (1.975)» Se ha détecta 
do su capacldad de ataque In vitro de la # ^  y ^  caselna, pero 
en queso s6lo ha sldo observado un pequeno efecto sobre esta ul­
tima.
Ordddez J.A. y col. (1.978 b) en quesos Manchegos Indus­
triales, encuentra que el 50ï5 de la ci ^  caselna se dégrada por 
el cuajo, desde el primer dla, alcanzando l à  degradacldn el 60^  
al tercer mes, mlentras que sdlo se dégrada un 10,3 de la yd case^
na« En el queso de ovejâ de los Pedroches sln embargo* la yd ca
selna comlenza a degradarse a partir del primer mes de madura— — 
cldn; Ferndndez Salguero J.A. (l.975)| admltlëndose de modo gene^  
ral que dlcha fraccidn casefnlca es reslstente a la accldn de la 
renlna y su hldrdllsls se debe prlnclpalmente a la proteasa natu 
ral de la leche y a las proteasas ,mlcroblanas. Este mlsmo autor
observa que durante los prlmeros dlas de la maduracldn del queso
y mlentras que la actlvldad de agua y el pH se mantenlan eleva—  
dos, la y) casefna se degradaba pr4ctic amente à la mlsma veloci- 
dad que la U  ^  casefna, cesaado despu4s para reanudarse cuando 
el pH ascendla; Este autor atrlbuye esta primera hidrdllsls a 
las proteasas exocelulares mlcroblanas.
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Correlaciones; No hemos podido enconfcrar correlacion di_ 
recta entre el numéro de g4rmenes proteolfticos a lo largo de la 
maduracidn y la degradacidn casefnica medida como variac±6n en 
el fndice ^ T a m p o c o  se ha podido encontrar nlnguna corre- 
lacldn a lo largo de los tlempos de conservacldn.
blchos resultados corroboran en clerto modo el pensamleii 
to generallzado, de que el prlmero y principal agente de la hi—  
drdllsls de la casefna (y fundamentalmente de la  ^casefna) es 
el cuajo, mlentras que la y6 casefna es hldrollzada casl exclusif 
vamente por la foafatasa alcallna de la leche y las enzlmas micro 
blanas, Los gërmenes proteolftlcos pueden degradar la casefna 
por medlo de enzlmas exocelulares y prlnclpalmente por enzlmas 
endocelulares, slendo esta actlvldad muy superior para los lacto^ 
bacllos que para los estreptococos. Ahora bien, su actlvldad 
proteolftica es emlnentemente de actuacidn sobre los productos 
hldrollzados de la casefna por medlo del cuajo, qulën en inuchas 
ocaslones, puede Incluso estlmular la accl<5n de las enzlmas pro­
teolf tlcas; Visser F.M.W. (1.977)*
El hecho de que en este trabajo hayamos podido encontrar 
una buena correlacldn entre los g^rmenes proteolftlcos y el fndi^  
ce protefna soluble/protefna total y no hayamos podido encontrar 
la entre g4rmenes y relacldn ^ ^ corrobora estas aflrmaclo——
nes. Hay que tener en cuenta adem4s, que tampoCo se han podido 
encontrar correlaclones para las très variables a la vez, dado 
el especial peso que sobre el fndlce protefna soluble/protefna 
total tlenen los gérmenes proteolftlcos y el escaso peso que tie 
nen sobre el fndlce ^ g
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Dich^. *ctuaci6n f’e los g^rmenes ha sido corroborada tarn— 
bi4n por otros investlgadores como Visser y  col. ( 1 . 9 7 7 ) ;
Klkuchl T .  y  col. ( 1 . 9 7 3 ,  1 . 9 7 4 ) ;  Creamer L . K .  ( 1 . 9 7 8 ) ;  Poznans- 
kl S. y  col. (1 .9 6 5); Chebbl N.3. y  col. ( 1 . 9 7 7 ) .
Algunos autores sin embargo, como Ohmlya K. y col. (I.9 6 7  
y 1 .9 6 8), conslderan que las proteasas endocelulares llberadas 
por la autollsls de las bacterias l4ctlcas, contrlbuyen m4s que 
la renlna a la hldrdllsls de la casefna.
Por otro lado no se puede olvldar, que a pesar de que el 
cuajo sea el principal agente hldrollzante de la câsefna, las • 
bacterias vivas poseen una cierta capacldad de hldrdllsls pot me, 
dlo de enzlmas exocelulares y sobre todo a trav4ë de las enzlmas 
llberadas en la llsls.
La capacldad hidrolftica de suspenslones ,de c4lulas vi­
vas en soluclones de caselnato, alsladas de queso tlpo Mancbego, 
medlante "screening" en medlo SîK A , ha sldo puesta de manlflesto 
por Marcos A y col. ( 1 . 9 7 7 ) .  Dlchos autores demostraron que el 
43^ de las cepas mostraban cierta inespeclflcldad de ataque so­
bre la y y& casefnas; el 36,2 lildrollzaron en mayor cuantfa
la yJ casefna y el resto (21;.), degradaron sobre todo la ^ g ca 
sefna.
En nuestra experlencla, si a la actuacidn primordial del 
cuajo, le unlmos la Importancla hidrolftica que puedan tener los 
gërmenes y prlnclpalmente los lactobacllos, las varlaclones ocu— 
rrldas en el fndlce ^ g» para los lotes congelados,podrfan
ser en parte achacables a la variacldn ocurrlda en esta flora p^ 
ra dlchos lotes, si bien se observa que tlempos muy grandes de
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conservacl4n, producen una dlsralnucl6n en la hidrdlisis de l a ^  
casefna, muy importante, independiente del numéro de gërmenes 
que haya en estos lotes, con lo que se deduce que el cuajo,prin­
cipal agente caselnolftlco, puede de alguna manera verse afecta- 
do por grandes tlempos de conservacidn.
Como ya se ha comentado anterlormente, la flora lipolft^ 
ca del queso y m4s concretamente del Manchego, est4 compuesta 
prlnclpalmente por los micrococos y la flora pslcr6trofa« Se 
atrlbuye tambldn a las bacterias l4ctlcas, una cierta capacldad 
lipolftlca aunque dlcha actlvldad ya ha sldo dlscutlda anterior— 
mente} Carlnl S, y col. (1.972) y Umemoto Y, y col. (1.97 5).
Todas estas bacterias poseen lipasas extracelulares y en 
doceiulares que degradan la materia grasa, para dar flnalmente 
icldos grasos, si bien estos 4cldos grasos pueden provenir en 
parte de la degradacl6n casefnlca. Robertson P.^. y col. (I.9 6I), 
conflrman la exlstencia de lipasas extracelulares de los r.iicroco, 
COS en el queso Cheddar, mlentras que Peterson II.H.y col. (1.949), 
Stadhoudcrs J. y col. (1.957)»obsorvan que el Increncnto en el 
contenldo en 4cldos grasos libres coincide con la destruccldn au 
tolftlca de un gran niîmero de mlcrocosos, especialmente en las 
primeras semanas de maduracl6n y atrlbuyen la llpolisls del que­
so, fundamentalmente a esta llberacldn.
Segûn Drlessen F.M. y col. (1.975), las lipasas de las 
bacterias llpolftlcas, no causan hldrdllsls de la grasa en la 1^ 
che,(ya que 4sta es causada prdctlcamente sdlo por la llpasa na­
tural de 4sta)î su efecto es mucho mayor en la llpolisls del que. 
so .
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Correl'iciones : Se ha encontrado una correlaci(5n muy sig
nifxcativa entre los valores de g^rmenes llpolfticos a lo largo 
de la maduraci&n, tomando las médias de los distintos niveles de 
la misma, con las medlas de los valores de icldos grasos libres.
Se ha ellminado, al Igual que en el caso de los g4rmenes proteo— 
ifticos-proteina soluble/protefna total, la media para el nlvel 
do maduracl6n 0 y se ha correlaclonado ambas variables a partir 
de los 15 dfas de maduracl4n (Figura nS 35).
El coeflclente de correlacion que se Ha encontrado»es de 
—0 ,8 3 7, ajustindose dlchos datos a una curva exponenclal de ecu^ 
clOn:
y . 6,1453 . .-°''°®’ • *
Se puede declr por tanto, que existe una dependencla bas 
tante grande entre el contenldo de Ocldos grasos * libres y el nu 
mero de bacterias llpolftlcas a lo largo de la maduraclOn, si 
bien no es éste el tînlco factor Influyente.
Los icldos grasos libres aumentan cuantltatlvamente a lo 
largo de la maduraclOn en el lote testlgo, si bien este aumento 
no es demaslado grande. Probablenente la dlsmlnuclOn de bacté­
ries llpolftlcas, bastante considerable en los prlmeros quince 
dfas en este lote, afecte a la llpolisls de la grasa del queso,
Cuando observâmes la evolucidn del contenldo en icldos gr^ 
SOS libres en los lotes congelados, puede verse que para tlempos 
cortos de conservacldn (lotes C- 3 0 y C—6 0 ), existe un leve aumen, 
to en dlcho contenldo,pero en los lotes C-90jC—120} G^ISDjxC—iSO,
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este aumento es en cierto modo coïncidente con el hecho de que 
las bacterias llpolftlcas en estos lotes, poseen unas medlas de 
maduracl6n,slgnlflcatlvamente superlores al testlgo,
Por ultimo en aquelles lotes con tlempos grandes de con— 
servacldn (C-240, C-jOO y C-36O), en que las bacterias lipolftl—  
cas se encuentran en valores Infcrlores al testlgo* existe una 
dlsmlnucl4$n en el contenldo. en 4cldos grasos libres, slendo esta 
dismlnucldn Inferior al lote madurado dlrectamente para los lo—  
tes C- 3 0 0  y C— 3 6 0,
No se ha podido encontrar una buena correlaci<5n entre 
ambas variables para las médias de los niveles de conservaclon, 
lo que Indlca que el aumento en el fndlce de icldos grasos li­
bres* se debe no sdlo a la accl<5n de los g^rmenes llpolftlcos en 
los lotes congelados, slno a otros factores que adonis pueden 
ser especialmente Influfdos por la congelacldn, ,
Los resultados hallados para el examen de dureza, median 
te la cilula de Kramer A, (1.9 51), rauestran muy poca variacldn 
de la mlsma, ya que silo oscllan entre un 0,69 de minima y 1,23 
de mixlma. Estos valores estin conprendldos aproxlmadamente en 
el rango hallado tamblin por Jlminez S. y col. (1.979) en el qu^ 
so Manchego, pero son bastante Inferlores a los obtenidos por lia. 
mos M. y col. (I.9 8I) en queso de Mahin, donde el Incremento es 
de 0 * 3 6 Kg. a los clnco dfas, hasta 3,32 Kg, despuis de dos me—  
ses, encontrando Incluso en una muestra, un aumento de 0,47 Kg. 
a 9,36 Kg.
Segun De Jong L. (1.976 y 1.977), el Incremento de la du 
reza en el queso,esti relaclonado con el descenso en el contenl—
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do en humedâd, el salado, y el descenso en el pîl. Este autor, 
encuentra en el queso holandis Meshanger, que el ablandaraiento 
de dicho queso, si bien depende del côntenido de humedad, es es— 
pecialmente dependiente de la hldrilisis de la «f ^ casefna y ocu 
rre tanto mis deprisa, cuanto mayor sea la hidrilisis de ista, 
Nikolaev D,A, y col. (1.969), en quesos de pasta dura, observa 
tambiia qûe el aumento de la dureza esti relaclonado con la com— 
poslclin qufmlca, el contenldo en agua, las sustanclas nitrogen^ 
das y los fcldos volitlles,
Por otra parte Ramos M. y coli (l.981), encuentran una re 
laclin altamente significative entre el aumento en materla seca 
del queso de Mahin a lo largo de la maduraclon y el aumento en 
la flrmeza, asf como entre ista dltlma y la degradaclin de la ei ^ 
casefna.
Correlaclones: Se ha encontrado correlac’iin slgnlfIcatl
va entre la dureza del queso medida medlante el Instron, tomando 
las medlas para los dlferentes niveles de maduraclin y dlchas me. 
dlas para los niveles de humedad (figura n® 36 ).
El coeflclente de correlaclin encontrado es de 0,87 y el 
ajuste ha sldo a una curva de tlpo exponenclal cuya ecuaclin es:
y - 1.9897 . ^
No hemos encontrado sin embargo nlnguna correlaclin entre 
la dureza y.la degradaclin de la casefna, medida como relaclin 
y) / ^ g• Tampoco se ha encontrado correlaclin en nlngûn caso 
para los fndlces a lo largo de los dlferentes tlempos de conser— 
vaclin.
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El contenldo en minérales del queso es Importante a la 
hora de conslderar iete, como fuente nutrltiva para el hombre,
El calclo contrlbuye al mantenlouLento de las casefnas en 
forma de complejo (parafosfocaselnato cilclco). El hlerro y el 
cobre tlenen especial Importancla en la nutrlclin Humana, aunque 
la leche y los productos licteos sean deflcltarios en ellosj es­
tes ollgoelementos actdan prlnclpalmente desde un punto de vlsta 
tecnoliglco reallzatido una actlvldad catalftlca en la oxldaciin 
de ifpldos; el zinc activa la carbinlco anhldrasa, que catallza 
la sfntesls de fosfolfpldos y el Xanganeso Influye sobre la actd^  
vldad de la fosfatasa alcallna..
ta literature sobre el contenldo en elementos minérales 
del queso Manchego es muy escasa, asf como hay pocos trabajos 
acerca de la distrlbuciin de los mlsmos en el proceso de élabora^ 
clin, Juarez M, y col. (I.9 8I).
En nuestro trabajo puede estimarse que salvo el sodlo, 
potaslo y magneslo, los restantes elementos quedan retenldos en 
la cuajada en proporclin superior al 65>2 y con valores del
mlsmo orden, que los encontrados por Vafopoulou—Mestroyannakl A,
(1 .9 7 7 ) en queso Telomi,
A la vlsta de todos estos resultados, puede deduclrse 
que la congelaclin de cuajadas, tlene un Interis econimiLco en o^ 
den a regular el mercado del quesoy obvlar el problems de la pr& 
ducclin de leche de oveja, que es estaclonal.
Considerando los dlferentes aspectos mlcrobloligicos y 
bloqufmicos de la maduraclin de cuajadas congeladas y conserva-
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das, puede verse que dicha congelaclin podrfa utlllzarse como un 
recurso itll para pallar dlcho problema,ya que no afecta desfav;o 
rablemente la calldad del producto elaborado* encontrindose los 
valores de las variables analizadas dentro de los limites.norma­





Con el propisito de estudiar un niitodo que permita niante 
ner abastecido el mercado de queso Manchego, de forma continua, 
durante todo el ado, se han, realizado experienclas de congelaclin 
de cuajadas de este tlpo de queso, sometlindolas posterlormenfce 
a dlferentes tlempos de conservaclin al estado congelado, Para 
ello, se han fabrlcado dlferentes lotes de cuajadas, medlante un 
procedlmiento Industrial con leche pasterlzada a 72*0/20 seg. y los 
lotes se han congelado ripldamente en tunel a -402C* Posterior- 
mente se han conservado en cimara frlgorfflca a -2Q2C y HR'de 
^5%, durante 30, 60, 90, 120, 150, iSO, 240, 300 y 360 dfas. Di 
chos lotes descongelados durante cuarenta y echo horas a 5-0 - 
19C de temperatura y HR de 84^ 2»se han sometldo a maduraclin con— 
venclonal por un perfodo de cUatro meses.
Antes y despuis de la conservaclin al estado congelado-, 
asf como a lo largo de la maduraclin, se han efectuado contrôles 
para estudlar el efecto de las bajas temperatures, sobre dlferen 
tes grupos mlcroblanos y los camblos ocurrldos en determlnados 
parimetros bloqufmicosj se ha estudlado tamblin la Influencla de 
la varlaciin cuantltatlva.mfcroblana sobre dldhàsiparimetros, 
asf como las correlaclones que pueden exlstlr entre ambos tlpos 
de variables, llegando despuis del anillsls y dlscuslin de resul 
tados a las slgulentes concJLuslones:
'V
1.— Existe Interacclin entre los factores en estudlo, (congela— 
clin, conservaclin al estado congelado y maduraclin), para todas 
las variables analizadas, a excepclin del fndlce de Protefna to­
tal. Es declr, que el efecto producldo sobre coda una de las v^ 
rlables, per uno de ellos no es Independiente del otro y que el 
resultado global sobre cada variable, seri la suma de los efec—  
tos producldos por cada factor, qiis un efecto Interacclin de am-
-190-
boa y mis un efecto residual debido al error al azar.
2,— Congelaciones muy cortas (treinta dfas), no provocan deseen 
S O S  apreciables en el numéro de girmenes viables, debido a que 
la mayor parte de la flora, en el momento en que se realiza la 
congelaclin esti constltulda por girmenes reslstentes (estrepto— 
cocos). Conservaclones mis largas sln embargo, ejercen ya un 
efecto destructor sobre la flora viable total, apreclable al de^ 
congelar las cuajadas, mantenlindose istas en niveles Inferlores 
al testlgo, a lo largo de la maduraclin.posterior.
3.- La vlabilldad de los lactobacllos no parece verse afectada 
por conservaclones de treinta dfas durante este perfodo, aunque 
sf puede verse modlflcada au evoluclin posterior a lo largo de 
la maduraclin. Conservaclones mis largas, provocan una destru—  
cclin Importante en el ndmero de lactobacllos, pero presumlble—  
mente la mayor dlsponlbllldad de sustratos, les permlte recupe—  
rarse y llegar a superar en niSmero Incluso al lote testlgo.
4-.— Al igual que en el caso de los lactobacllos, conservaclones 
de treinta dfas, no afectan muy dlrectamente la vlabilldad de 
los conformes, aunque sf dlflcultan su desarrollo posterior en 
la maduraclin. Sln embargo, cuando las conservaclones se reali- 
zan durante un tlempo mayor, existe una destrucclin importante 
de dlchos girmenes,que ya no puede superarse posterlormente, de— 
bldo tamblin a la suma de los efectos del pH y de la acldez del 
medlo,
5«— Los balores de girmenes llpolftlcos no se ven afectados has^  
ta los 240 dfas de conservaclin, pudlendo Incluso desarrollarse 
durante la descongelaclin posterior. Cuando las conservaclones
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son superlores, estos girmenes se encuentran en valores Inferlo— 
res a los del testlgo, vlindose dlflcultada posterlormente su 
cuperaclin.
6.- El ndmero de girmenes proteolftlcos no se modifies por la 
congelaclin y las bajas temperaturas de conservaclin, sln embar­
go durante la maduraclin de los lotes congelados, dlchos girme—  
nes se encuentran en valores por enclma del testlgo, probableneri 
te debido a la menor acldez en estos lotes*
7•— Las pirdldas de humedad son mayores en el. lote testlgo, 
respecte de los lotes conservados. Igualmente en estos lotes, 
los valores de la actlvldad de agua, son superlores respecte del 
testlgo.
8,- Los lotes congelados, presentan tin fndlce protefna soluble/ 
protefna total', superior al del lote madurado dlrectamente debl— 
do al mayor niîmero de girmenes proteolftlcos, si bien el aumento 
de dlcha proteollsls a lo largo de la maduraclin es mis lento.
9»— Se ha observado una correlaclin slgnlflcatlva entre el aur.ien 
to del fndlce protefna soluble/protefna total y el descenso de 
girmenes proteilftlcos a lo largo de la maduraclin global de dl­
chos lotes. No se ha encontrado sln embargo, nlnguna correlaclin 
a lo largo de los dlferentes tlempos de conservaclin.
10,- No se ha podido encontrar nlnguna degradaclin de la 
sefna y si, sln embargo de la o{ ^  casefna, Dlcha degradaclit 
mis lenta en el caso de los lotes congelados.
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11.— No se ha encontrado una correlaclin entre la degradaclin 
casefnlca y los girmenes proteolftlcos a lo largo de la madura—  
din, debido a la acclin del cuajo, como principal agente hldrol^ 
tlco de la «i ^ casefna. Tampoco se ha obsevado dlcha correla—  
d i n  a lo largo de la conservaclin.
12.- Se ha observado un aumento en el contenldo en fcldos gra—  
808 libres de los lotes congelados respecto del testlgo, excepto 
en a quelles lotes que han sufrldo mayores tlempos de conserva—  
clin.
13.— Existe una correlaclin slgnlflcatlva entre el aumento de 
los icldos grasos libres y la varlaciin de girmenes llpolftlcos 
a lo largo de la maduraclin global de todos los lotes. No se ha
encontrado correlaclin a lo largo de la conservaclin,
14.— Se observa una correlaclin muy significative entre la va—  
rlaclin de la actlvldad del agua en el queso a lo largo de la la^
duraclin y la varlaciin en el numéro de girmenes viables, Esta
correlaclin es lineal, observindose que el numéro de girmenes 
dlsmlnuye,a medida que dlsmlnuye la actlvldad de agua del queso. 
No se ha encontrado una correlaclin slgnlflcatlva para las médias 
de los dlferentes niveles de conservaclin.
15.— La dlsmlnuclin en el contenldo de agua del queso y el au—  
mento de la dureza,estin correlaclonados si tomamos las medlas 
para los dlferentes niveles de maduraclin, si bien dlcha correl^ 
clin no ha sldo hallada para las medlas de los niveles de conser_ 
vaclin al estado congelado.
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16.- Durante la conservaclin al estado congelado y la maduraclin 
posterior del queso,no se ha encontrado correlaclin entre la de­
graded in de la c( ^  casefna y el aumento de la dureza,
17.— Se ha encontrado que salvo el sodlo, potaslo y magneslo, 
los restantes elementos metillcos, quedan retenldos en la cuaja— 
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Labuza T .P . (1.971)
FIGURA.- 22. ISOTERMA DE SORCION Y CRECIMIENTO DE GERME- 
NES EN FUNCION DEL CONTENIOO EN HUMEDAO Y ACTIVIDAO 
DE AGUA DEL QÜESO.












FIG URA.- 23. ELECTROFOREGRAM AS
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FIGURA.- 24. ELECTROFOREGRAMAS 








FIGURA.- 25. ELECTROFOREGRAMAS 
A LO LARGO DE LA MADURACION 
DEL LOTE C-60.
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FIG URA.- 26 .ELECT ROFOREGR AM AS
A LO LARGO OE LA MADURACION
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FIGURA.-27 . ELECTROFOREGRAMAS 
A LO LARGO DE LA MADURACION 
DEL LOTE C-120.c = ]








FIGURA.-2 8  ELECTROFOREGRAMAS
A LO LARGO DE LA MADURACION
DEL LOTE C-150.
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FIGURA.-2 9 . ELECTROFOREGRAMAS









A LO LARGO OE LA MADURACION 
DEL LOTE C-2A0.









FIGURA.-3 1 . ELECTROFOREGRAMAS
A LO LARGO OE LA MADURACION
DEL LOTE C-300.
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FIGURA.-3 2 . ELECTROFOREGRAMAS
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